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Kurzfassung:
In der vorliegenden Dissertation werden Dünnschichten des Oberflächenproteins
(Surface (S)-Layer) des Bacillus sphaericus NCTC 9602 auf einem SiOx-Substrat
mittels Photoemission (PE) und Röntgenabsorptionsspektroskopie untersucht. So-
wohl die PE-Daten als auch die Nahkantenabsorptionsspektren (NEXAFS) sind in
qualitativer und quantitativer Übereinstimmung mit der erwarteten elektronischen
Struktur des S-Layers, was auf eine weitgehende Stabilität des Systems gegenüber
den Messbedingungen (Vakuum, Röntgenstrahlung) hindeutet.
Mittels resonanter Photoemission war es möglich, die einzelnen Valenzbandstrukturen
individuellen chemischen Bindungen zuzuordnen. Aus dem Vergleich der Intensitäten
von Participator- und Spectator-Übergängen konnte ferner die Zeitskala für Elektro-
nenhüpfprozesse innerhalb des LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital, nied-
rigstes unbesetztes Molekülorbital) zu 100 fs abgeschätzt werden, was in guter
Übereinstimmung mit einem in der Literatur vorgeschlagenen, auf Drehschwing-
ungen basierenden Transportmechanismus ist.
Der S-Layer wurde im folgenden als Templat für die Erzeugung von Metallclus-
tern genutzt, die sich bei physikalischer Deposition reiner Metalle (Ag, Co) ausbil-
den. Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigen, dass sich im Fall nominaler
Silberbedeckungen im Monolagenbereich Cluster von der Größe einiger nm bilden,
die sich auf einem quadratischen Übergitter mit einer Kantenlänge von 14 nm an-
ordnen. Die spektroskopischen Daten weisen die Sauerstoffatome der Peptidketten
als wahrscheinlichste Adsorptionsplätze aus. Während die Ag-Cluster sich weitge-
hend nicht-reaktiv verhalten, zeigen Co-Cluster deutlich stärkere Wechselwirkung
mit dem Templat.
Unter Nutzung eines im NEXAFS-Mode betriebenen Photoelektronenmikroskops
(PEEM) wurde schließlich die Schädigung reiner und Cluster bedeckter S-Layer bei
intensiver Röntgenbestrahlung untersucht. Die Schädigung ist im Fall der Cluster-
bedeckung deutlich niedriger als bei reinen Oberflächen. Ein nur auf Abschattung
des Templats durch die Cluster beruhendes Modell beschreibt die spektroskopischen
Daten jedoch nicht zufriedenstellend. Vielmehr müssen Schädigungen des Templats
durch Elektronen, die infolge Röntgenabsorption innerhalb der Cluster generiert
werden, mit berücksichtigt werden.
Abstract:
In the present thesis, thin films of bacterial protein surface layers (S layers)
of Bacillus sphaericus NCTC 9602 deposited onto a SiOx-substrate, were studied
using photoemission (PE) and X-ray absorption spectroscopy. Photoemission as well
as near-edge X-ray absorption fine structure (NEXAFS) data show qualitative and
quantitative agreement with the expected electronic structure of the S layer. This
suggests extensive stability of the depicted system against vacuum and X-rays. The
specific structures of the valence band, studied by resonant photoemission, can be
assigned to individual chemical bonds. In agreement with a charge transport hopping
mechanism that involves torsional motions of the peptide backbone, the lifetime of
electrons excited into the LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital) was found
to be ∼100 fs, due to comparison of intensity of participator- and spectator decays.
Furthermore the S layer was used as a template for metal cluster deposition (Ag, Co)
in monolayer regime. Transmission electron microscopy (TEM) studies show, that
Ag assembles into clusters on the regular pore array of the S layer with edge length
of 14 nm. Spectroscopic measurements prove the oxygen atom of the peptide unit
to be the most likely adsorption place. The Ag clusters reveal a widely non-reactive
behavior whereas the Co cluster show clearly stronger interaction with the template.
Using a photoemission electron microscope (PEEM) operated in NEXAFS mode,
the X-ray irradiation-induced damage of native samples were compared with cluster
metalized S layer. The damage is smaller in the case of the metalized bacterial protein
layer, that suggests a shadowing due the presence of clusters. However, spectroscopic
data show the existence of an additional damage mechanism based on low energy
electron generated by the absorbed X-rays on the clusters.
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1. Einführung 3
2. Theoretische Grundlagen der Messmethoden 7
2.1 Photoelektronenspektroskopie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7
2.1.1 Wirkungsquerschnitt der Photoionisation . . . . . . . . . . . . 13
2.1.2 Valenzbandspektroskopie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14
2.1.3 Rumpfniveauspektroskopie und Rumpfniveauverschiebung . . 15
2.1.4 Nahkantenabsorptionsspektroskopie . . . . . . . . . . . . . . . 18
2.1.5 Resonante Photoemission . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 20
2.2 Elektronenmikroskopie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23
2.3 Photoelektronenmikroskopie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26
3. Bakterielle Oberflächenproteine 29
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1. Einführung
Bakterielle Oberflächenproteine mit ihren definierten strukturellen Eigenschaften
der Oberfläche, die durch die Selbstorganisation von Biomolekülen gebildet wer-
den [1–8], erfreuen sich sehr großer Beliebtheit in der angewandten Wissenschaft.
Eine ständige Verkleinerung der mikroelektronischen Baugruppen und Schaltkreise
mit zunehmender Komplexität und Leistung gemäß dem Moore‘schen Gesetz [9] ist
zu Größenordnungen von bis zu 10−9 m vorgedrungen. Biomoleküle, die in dieser
Größenordnung angesiedelt sind, ermöglichen gerade durch ihre angesprochenen Ei-
genschaften, in noch kleinere Dimensionen vorzudringen [10]. Im Hinblick auf die
überproportional steigenden Kosten bei der Weiterentwicklung und Strukturierung
neuer Halbleitersysteme eröffnet die Kombination von organischen und anorgani-
schen Materialien neue Wege. Die Stagnation der Steigerung der Taktfrequenz von
Prozessoren mit zunehmender Miniaturisierung, bedingt durch zunehmende quan-
tenphysikalische Effekte, sind ebenfalls ein Grund, sich für die Entwicklung biolo-
gisch basierender Funktionsgruppen zu interessieren. Ein wichtiges Argument dafür
ist die Tatsache, dass die Natur über Millionen von Jahren hinweg eine selektive
Optimierung von Prozessen und biologischen Systemen vorgenommen hat. Den er-
reichten Grad an Vollkommenheit kann man kaum durch simples Ausprobieren in
den verschiedensten Experimenten übertreffen. Daher ist es sinnvoll, sich mit den
verschiedensten Prozessen auf molekularer-biologischer Basis gezielt auseinander-
zusetzen. Beispielsweise stellt die ultraschnelle Übertragung von Ladung innerhalb
einer Peptidumgebung eine Möglichkeit dar, die praxisorientiert adaptiert werden
könnte [11]. Basierend auf einer Drehbewegung des Peptid-Grundgerüstes von Pro-
teinen kann auch bei dem hier untersuchten Oberflächenprotein vom Typ Bacillus
sphaericus NCTC 9602 ein Elektronentransport auf einer Zeitskala von ungefähr
100 fs festgestellt werden. Aber abgesehen von solchen Möglichkeiten besteht auch
aus medizinischer Sicht die Notwendigkeit, sich nicht nur im Rahmen von Biokom-
patibilität mit der gezielten Untersuchung der Struktur und entsprechender Wech-
selwirkungsmechanismen von Proteinen auseinanderzusetzen. Als positives Ergebnis
solcher Studien ist es z.B. möglich, das Oberflächenprotein, das den AIDS Virus als
Schutzhülle umgibt, zu modifizieren [12].
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Ausgehend von einer gezielten Nanostrukturierung von Oberflächenproteinen, die als
ein zweidimensionales Templat betrachtet werden können [6], ist es weiterhin sehr
elegant möglich, Wechselwirkungsmechanismen und deren Verfügbarkeit zu unter-
suchen. Studien belegen, dass solch ein Templat als ideales Substrat für die Orga-
nisation von anorganischen Materialien auf der Nanometerskala betrachtet werden
kann [1, 3, 7, 13–20]. Als Konsequenz dazu wurden bei bisherigen Forschungen bei-
spielsweise neuartige und sehr vielversprechende Katalysatoren gefertigt. Ebenso
konnte die Herstellung von technologisch wichtigen Nanoröhren vorangetrieben wer-
den [21, 22].
Die Synthese der Oberflächenproteine aus den Bestandteilen lebender Zellen von
Bakterien ist großtechnisch realisierbar und stellt somit auch aus ökonomischen
Gesichtspunkten keine Einschränkung im Hinblick auf die Materialverfügbarkeit dar,
was in Zeiten knapper Rohstoffe eine interessante Sachlage darstellt.
Studien der Wechselwirkungen, Zusammenhänge und Mechanismen, wie solche Pro-
teine mit verschiedenen Materialien wechselwirken, sind essentiell wichtig, insbeson-
dere im Hinblick auf Effekte, die von der Größe der deponierten Partikel abhängig
sind. Das elektronische und chemische Verhalten solcher biologischen Systeme ist
natürlich von der elektronischen Struktur abhängig, welche mit Hilfe der Photo-
elektronenspektroskopie sehr gut untersucht werden kann [23–26]. Die sehr große
Anzahl von Atomen, aus denen ein solches Protein aufgebaut ist, erschwert jedoch
einen direkten Zugang zur elektronischen Struktur. Daher soll in dem 2. Kapitel
dieser Arbeit detailliert auf die verwendeten Methoden eingegangen werden. Im 3.
und 4. Kapitel wird die Bedeutung der Proteine als Templat und speziell der ex-
perimentelle Aufbau inklusive der Probenpräparation und Charakterisierung des
Oberflächenproteins vom Typ NCTC 9602 aufgezeigt werden. Der Unterschied zwi-
schen ortsaufgelöster und integraler Spektroskopie des Oberflächenproteins durch
den Einsatz von Photoemissionsmikroskopiemessungen, die einen weiteren wichtigen
Teil dieser Arbeit darstellen, werden im 5. Kapitel dargestellt.
Die Bestimmung der besetzten und unbesetzten elektronischen Zustände, insbeson-
dere der Grad der Lokalisierung der Ladung innerhalb des HOMO und des LUMO
im Zusammenhang mit dem Ladungstransport in Proteinen als Ergebnis der spek-
troskopischen Studien werden am Ende des 7. Kapitels dargestellt.
Die gezielte Deposition von Metall-Nanopartikeln auf dem biologischem Substrat
und deren Analyse mittels Photoemission wird im 8. Kapitel untersucht. Dabei steht
die Untersuchung der Wechselwirkung innerhalb dieser sogenannten Protein-Metall
Hybridsysteme im Vordergrund.
Ein Faktor, der die hohe räumliche Auflösung, sowohl innerhalb der Spektrosko-
pie, als auch in der Mikroskopie beschränkt, ist der Strahlungsschaden, den Proben
erleiden, wenn sie hochenergetischer Strahlung, z.B. Photonen im Röntgenbereich,
während der Messung ausgesetzt werden. Beispielsweise sind Dosen von ungefähr 106
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Gy [J/K] bei einer Auflösung von 50 nm notwendig, um einen guten Bildkontrast
zu erreichen [27, 28]. Dabei kann die eingetragene Strahlung eine Schrumpfung der
beobachten Spezies bewirken, die mit einem zusätzlichen Masseverlust verbunden
ist [29]. Aus diesem Grund wurde der Einfluss von meßtechnisch bedingter Röntgen-
strahlung auf das Oberflächenprotein vom Typ B. sphaericus NCTC 9602 ausgiebig
untersucht. Die Ergebnisse sind im 6. Kapitel dargestellt.
In Anlehnung an dieses Ergebnis wird der Einfluss von Röntgenstrahlung auch auf
die Protein-Metall Hybridsysteme untersucht und charakterisiert.
Eine Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse gefolgt von einem Ausblick über
zukünftige Forschungsschwerpunkte bilden den Abschluss dieser Arbeit.
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2. Theoretische Grundlagen der
Messmethoden
Im folgenden Kapitel sollen die theoretischen Grundlagen der verwendeten Messme-
thoden kurz dargestellt werden. Für die Bestimmung der elektronischen Struktur
eines Festkörpers ist es notwendig, sowohl die besetzten, als auch die unbesetzten
elektronischen Zustände zu untersuchen. Dafür wurden in der vorliegenden Arbeit
Photoemission und Nahkantenabsorptionsspektroskopie eingesetzt, die im weiteren
Verlauf detailliert erklärt werden sollen. Da die in dieser Arbeit verwendeten Ober-
flächenproteine statistisch auf dem Substrat verteilt vorlagen, existiert keine kri-
stallographische Vorzugsrichtung. Demzufolge könnte auf eine Diskussion der Win-
kelabhängigkeit (Abh. vom Wellenvektor) in den folgenden Gleichungen verzichtet
werden. Der Vollständigkeit halber und für ein besseres Verständnis der einzelnen
Prozesse wird sie aber dennoch aufgeführt.
2.1 Photoelektronenspektroskopie
Die Photoelektronenspektroskopie (engl. photoelectron spectroscopy, PES), auch als
Photoemission (PE) bezeichnet, nutzt den durch A. Einstein im Jahre 1905 erklärten
Photoeffekt, dessen eigentliche Entdeckung allerdings auf H. Hertz im Jahre 1887
und W. Hallwachs im Jahre 1888 zurückgeht. Dabei werden Elektronen durch elek-
tromagnetische Strahlung aus dem Festkörper ausgelöst, deren spektrale Verteilung
die chemische Zusammensetzung und die Bindungsverhältnisse der Probe abbilden
und die wegen ihrer geringen mittleren freien Weglänge im Festkörper speziell ei-
ne Analyse der Oberfläche dieses Festkörpers ermöglichen. Je nach dem Verwen-
dungszweck werden Photonenenergien von 10 − 1000 eV eingesetzt, aus denen sich
mittlere freie Weglängen der resultierenden Photoelektronen mit Austrittstiefen von
5 − 10 Å ergeben. Der experimentelle Aufbau für PES-Studien kann beliebig kom-
pliziert und je nach Anwendung unterschiedlich konfiguriert werden. Im einfachsten
Fall ergibt sich jedoch der in Abb. 2.1 dargestellte Aufbau. Die wichtigste Kom-
ponente, um die aus der Probe austretenden Elektronen energieselektiv messen zu
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Abbildung 2.1: Vereinfachte Darstellung einer Anordnung für die Photoelek-
tronenspektroskopie.
können, ist ein hemisphärischer Energieanalysator. Die aus der Probe austretenden
Elektronen werden durch ein vorgeschaltetes, elektronisches Linsensystem auf den
Eintrittsspalt eines Kugelkondensators abgebildet, der Elektronen mit bestimmter
kinetischer Energie, der sogenannten Passenergie herausfiltert und an einen Detektor
(Channeltron) mit nachgeschalteter Zählelektronik weiterleitet. Dabei ist die Ener-
gieauflösung der Messung von den Einstellungen des Ein- und Austrittsspaltes, der
Größe und den anliegenden Spannungen des Analysators abhängig, wobei natürlich
eine Veränderung der Auflösung auch unterschiedliche Zählraten zur Folge hat. Die
Position der Probenoberfläche relativ zur einfallenden Strahlung hat eine bestimmte
Intensitätsverteilung in Richtung des Analysators zur Folge. Der Polarwinkel und
der Azimutalwinkel sind dabei wichtige geometrische Parameter.
Die kinetische Energie der Photoelektronen ergibt sich aus dem Energiesatz zu:
EKin = hν − EB − ΦA (2.1)
wobei hν die Photonenenergie und EB die Bindungsenergie der Elektronen bezeich-
net, die in der Festkörperphysik relativ zu der Fermienergie EF angegeben wird,
wobei letztere um die Austrittsarbeit ΦA unterhalb dem Nullpunkt der kinetischen
Energie, der sogenannten Vakuumkante, liegt. Die Bindungsenergie beschreibt die
Energiedifferenz zwischen dem Anfangszustand des Elektronensystems, der durch N
Elektronen erzeugt wird, und dem Endzustand, der durch (N-1) Elektronen charak-
terisiert ist. Nach dem Herauslösen des Photoelektrons hinterlässt es im Festkörper-
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kristall ein positiv geladenes Photoloch [30], welches je nach Stärke der Polarisation
seiner Umgebung unterschiedlich abgeschirmt wird.
Bei der Spektroskopie von Elektronen, die sehr stark am Rumpf des Atoms lokalisiert
sind, ist eine vollständige Abschirmung des gebildeten Photolochs nicht möglich. Da-
her relaxiert das Atom, was zu einer Abweichung der gemessenen Bindungsenergien
gegenüber berechneten Einteilchenenergien führt. Weiterhin besteht die Möglichkeit
das Endzustände mit unterschiedlichen Besetzungswahrscheinlichkeiten vorliegen.
Daher ist es notwendig, die gemessene spektroskopische Energieverteilung als Anre-
gung von Multipletts zu interpretieren.
Wird der Endzustand jedoch innerhalb der Anregungszeit durch Besetzung eines
Abschirmorbitals mit ähnlicher Zustandsdichte wieder zu einem N Elektronensy-
stem ergänzt, dann kann eine Relaxation des Atoms vernachlässigt werden. Ein
derartiges Verhalten wird für ausgedehnte Zustände, die das Valenzband bilden,
beobachtet, also Elektronen, die im allgemeinen das höchste besetzte Energieband
eines Festkörpers bilden.
Für ein einfaches Verständnis ist es vorteilhaft, den quantenmechanischen Prozess
der Photoemission in einem halb-unendlich ausgedehnten Festkörper in drei Teil-
schritte zu zerlegen. In der Literatur ist diese Herangehensweise auch unter dem
Namen 3-Stufen-Prozess bekannt [31], der wie folgt aufgebaut ist.
1. Interbandanregung
2. Transport des Festkörperelektrons zur Oberfläche
3. Austreten des Elektrons aus der Oberfläche und Verlassen des Festkörper
Für die optische Interbandanregung eines einzelnen Elektrons, also die Absorption
eines Photons, ergibt sich aus Fermis Goldener Regel eine Übergangswahrscheinlich-
keit wif :
wif =
2π
h̄
|〈f(−→kf )|Ĥint|i(
−→
ki )〉|2 · δ(Ef −Ei −hν) · δ(
−→
kf −
−→
ki −
−→
k photon −
−→
G)(2.2)
Dabei kennzeichnen |−→ki 〉 den Anfangszustand und |
−→
kf 〉 den Endzustand für einen
solchen Übergang. Die Kopplung von elektromagnetischem Feld und Materiefeld
wird durch den quantenmechanischen Störungsoperator Ĥ beschrieben:
Ĥ =
e
2m
(
−→
A−→p + −→p −→A ) (2.3)
wobei
−→
A das Vektorpotential des elektromagnetischen Feldes des einfallenden Pho-
tons kennzeichnet und der Term δ(Ef −Ei − hν) dem Energieerhaltungssatz Rech-
nung trägt. Der letzte Term in (2.2) sorgt dafür, dass auch der Impulserhaltungssatz
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gegebenenfalls unter Verwendung eines reziproken Gittervektors
−→
G erfüllt wird:
Die Impulserhaltung fordert
−→
k f =
−→
k i +
−→
k photon +
−→
G (2.4)
Die in dieser Arbeit durchgeführten spektroskopischen Messungen erfolgten mit
Photonenenergien von bis zu 620 eV . Dabei ist die Wellenlänge der verwendeten
Photonen größer als 20 Å und somit groß gegenüber atomaren Größenordnungen.
Folglich kann der Wellenvektor des Photons
−→
k photon gegenüber dem der Elektronen
im Festkörper vernachlässigt werden und damit ist der k-Vektor im Endzustand
−→
k f
gleich dem im Anfangszustand
−→
k i. Ferner ist es möglich, dass mit den Photonen
korrelierte Vektorpotential näherungsweise als konstant anzusetzen, woraus sich für
den Wirkungsquerschnitt σ der Photoemission die Dipolnäherung [32] ergibt:
σ ∼ |〈f |Ĥint|i〉|2 ∼ |〈f |−→r |i〉|2 (2.5)
|〈f |−→r |i〉| wird dabei als Dipolmatrixelement bezeichnet. Unter Vernachlässigung
Abbildung 2.2: Anregung von Elektronen im Rahmen der Energiebilanz aus
einem lokalisiertem (rechts) und einem Bandzustand (links).
elektronischer Korrelationseffekte ergibt sich bei der Anregung von Elektronen aus
dem Valenzband ein Abbild der Zustandsdichte Z(E), bei dem die einzelnen Zustände
mit ihrem Wirkungsquerschnitt gewichtet sind. Die Abb. 2.2 illustriert diesen Sach-
verhalt. Während die linke Seite die Anregung unkorrelierter Valenzelektronen dar-
stellt, zeigt die rechte Seite die Ausbildung eines unvollständig abgeschirmten End-
zustandsmultipletts als Folge der Anregung eines lokalisierten Zustands.
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Nachdem das Elektron durch die Absorption eines Photons aus seinem Anfangs-
zustand angeregt wurde, ist ein Transport zur Oberfläche des Festkörpers notwen-
dig, um es detektieren zu können. Innerhalb dieses zweiten Schrittes im Rahmen des
3-Stufen-Prozesses verliert das Elektron einen Teil seiner Energie durch Elektron-
Elektron und Elektron-Phonon-Wechselwirkung. Da die reale Gitterstruktur von
Festkörpern Defekte aufweist, wird das Elektron zusätzlich durch diese gestreut.
Die Wirkung solcher inelastischen Streuprozesse auf die Elektronen lässt sich in
Form einer exponentiellen Dämpfung des Elektronenflusses beschreiben:
I(x) = I(0) · exp −x
λ
(2.6)
Abbildung 2.3: Energieabhängigkeit der mittleren freien Weglänge von Pho-
toelektronen im Festkörper [33].
Dabei kennzeichnet λ die energieabhängige mittlere freie Weglänge der Pho-
toelektronen im Festkörper [33], welche für eine Vielzahl von Materialien durch
eine
”
universale“ Kurve (Abbildung 2.3) beschrieben werden kann, und x die Weg-
strecke des Elektrons im Festkörper. Dieses exponentielle Verhalten ist der Grund
für die Oberflächensensitivität der Photoemission. Inelastisch gestreute Elektronen
führen im weiteren zu einem Streuuntergrund, der bei der Annahme einer Energie-
unabhängigkeit der Streuprozesse proportional zum Integral der ungestreuten Elek-
tronenverteilung N(E) angesetzt werden kann:
U(E) ∼
∫ ∞
E
N(E)dE (2.7)
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Der dritte Schritt der Beschreibung der Photoemission abstrahiert den Durch-
tritt des Elektrons durch die Oberfläche des Festkörpers. Wie schon weiter oben
diskutiert, muss das Elektron eine typische, vom jeweiligen Material abhängige Aus-
trittsarbeit aufbringen, um den Festkörper innerhalb dieses Schrittes ins Vakuum
verlassen zu können. Die Größe der Austrittsarbeit ist dabei nicht nur von dem be-
treffenden Kristallpotential des Festkörpers und der Bildladung abhängig, sondern
auch von der möglichen Ausbildung einer Oberflächendipolschicht. Als Konsequenz
wird die Translationssymmetrie an der Oberfläche gebrochen, so dass die Impuls-
komponente bzw. die Wellenzahl des Elektrons senkrecht zur Oberfläche nicht er-
halten bleibt, im Gegensatz zu der entsprechenden Parallelkomponente, die sich rein
geometrisch ergibt zu:
k||,extern =
√
2m∗EKin
h̄2
· sin Θ (2.8)
Dabei kennzeichnet EKin die kinetische Energie in Bezug auf das Vakuumniveau
und Θ den Winkel zwischen der Oberflächennormalen des Festkörpers und dem
austretenden Elektron. Unter Berücksichtigung eines kristallspezifischen reziproken
Gittervektors der betreffenden Oberfläche lässt sich die Beziehung (2.7) auch wie
folgt formulieren:
k||,extern = k||,intern +
−→
G|| =
√
2m∗
h̄2
EKin · sin Θ (2.9)
Die Komponente des Wellenvektors senkrecht zur Oberfläche lässt sich näherungs-
weise mit Hilfe der Dispersionsrelation für quasi-freie Elektronen rekonstruieren:
Ekin =
h̄2
2m∗
((~k||,intern + ~G||)
2 + (~k⊥,intern + ~G⊥)
2) − ΦA − EV alB (2.10)
mit m∗ als effektive Elektronenmasse und EV alB als Bindungsenergie der Unterkante
des Valenzbandes. Demzufolge ergibt sich die senkrechte Komponente der Wellenzahl
zu:
k⊥,intern =
√
2m∗
h̄2
(EKin · cos2 Θ + EV alB + ΦA) − ~G⊥ (2.11)
Mit Hilfe dieser Gleichungen ist es möglich, die experimentell gewonnenen Daten der
Photoemission mit denen von Bandstrukturrechnung zu vergleichen. Die qualitative
Übereinstimmung zwischen Theorie und Experiment ist dabei in der Regel sehr gut,
nur bezüglich der absoluten Energieposition und Breite der Bänder können sich
Abweichungen ergeben, die überwiegend auf einer unzureichenden Berücksichtigung
von Korrelationseffekten in der Theorie beruhen.
2.1. Photoelektronenspektroskopie 13
2.1.1 Wirkungsquerschnitt der Photoionisation
Das Anliegen dieses Kapitels ist es, sich mit dem Problem des Wirkungsquerschnitts
bei der Photoionisation auseinanderzusetzen. Wie von Lindau und Yeh [34, 35] ge-
zeigt, ist es prinzipiell möglich, für isolierte Atome diese Wirkungsquerschnitte im
Rahmen einer Störungsrechnung erster Ordnung zu berechnen.
Im Rahmen der oben diskutierten Dipolnäherung ergibt sich der Wirkungsquer-
schnitt aus einem Integral über das Produkt der Wellenfunktionen in Anfang- und
Endzustand, skaliert mit der Ortsfunktion. Approximiert man den Endzustand durch
eine de-Broglie-Welle, ergibt sich für diesen eine Wellenlänge
λ =
h
p
=
12Å
√
EKin[eV ]
(2.12)
wobei p den Impuls des Elektrons angibt und die kinetische Energie in eV anzuge-
ben ist. Für den hier interessierenden Energiebereich von 10 − 600 eV ergeben sich
somit Wellenlängen zwischen 4 Å und 0.4 Å, die für die Photonenenergieabhängig-
keit des Wirkungsquerschnitts verantwortlich sind. Rein qualitativ ergeben sich die
größten Werte, wenn die Wellenlängen in Anfangs- und Endzustand vergleichbar
sind, da ansonsten der oszillierende Charakter der Produktfunktion zu einer teil-
weisen Auslöschung beim Integrieren führt. Tatsächlich beobachtet man sogenannte
Cooper-Minima, bei denen der Wirkungsquerschnitt aus den genannten Gründen
vollständig verschwindet oder zumindest sehr klein wird. Als genereller Trend las-
sen sich für zunehmende Photonenenergien zunächst das Erreichen eines Maximums
und dann abfallende Wirkungsquerschnitte erwarten.
Eine besondere Situation liegt in der Nähe der Anregungsschwelle eines Rumpfni-
veaus vor, da hier der Übergang in mehr oder weniger lokalisierte Blochfunktionen
dicht oberhalb der Fermienergie erfolgt und die Näherung freier Elektronen daher
schlecht ist. Hier bestimmt im wesentlichen die lokale Zustandsdichte den Wirkungs-
querschnitt, weswegen im Rahmen der Nahkantenabsorptionsspektroskopie dieser
zur Messung der unbesetzten Zustandsdichte genutzt werden kann.
Im Rahmen der Dipolnäherung sind keine Mehrteilchenresonanzen berücksichtigt,
die im Rahmen der resonanten Photoemission von großer Bedeutung sind. In der
Nähe einer Absorptionskante interferiert der Auger-Zerfall eines angeregten Zwi-
schenzustandes dabei mit dem einfachen Dipolanregungskanal und führt zu einer
starken Schwankung des Wirkungsquerschnitts, auf die in Paragraph 2.1.3 näher
eingegangen wird. Bezüglich der verwendeten Photonenenergie und ihre Anwen-
dung auf Valenzband- bzw. Rumpfniveauspektroskopie teilt man die PES grob in
zwei Bereiche ein:
Bei der Ultraviolett-PES (engl. ultraviolet photoelectron spectroscopy), kurz auch
UPS genannt, liegt die Energie der verwendeten Photonen im Bereich von ca. 5−100
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eV . Darüber hinaus, also bei Photonenenergien von 110−1500 eV , spricht man von
der sogenannten X-Ray-PES kurz XPS. Beide Formen sollen im nachfolgenden kurz
erläutert werden.
2.1.2 Valenzbandspektroskopie
In der Festkörperphysik wird anstatt der UPS auch der Begriff Valenzbandspek-
troskopie verwendet. Dabei wird die Valenzbandstruktur von Festkörpern, Ober-
flächen und Adsorbaten bestimmt, wobei die Energie der anregenden Photonen so
gewählt wird, dass sie zu optimalem Wirkunsquerschnitt für Zustände mit bestimm-
tem Bahndrehimpuls führt. Als einfache Faustregel lassen sich s- und p-Zustände am
besten unterhalb von hν=20 eV , d-Zustände von 25 bis 70 eV und f-Zustände ab 50
eV spektroskopieren. Die Methode ist sehr oberflächensensitiv, da die erreichten ki-
netischen Energien der Photoelektronen in der Nähe des Minimums der universellen
Kurve der mittleren freien Weglänge liegen und diese daher nur von der Größenord-
nung 5 Å ist.
Grundlegend stehen für UPS zwei Energiequellen zur Erzeugung der benötigten
Strahlung zur Verfügung.
a) Gasentladungslampen:
Diese Photonenquellen sind ohne größeren Aufwand in jedem physikalischen La-
bor verfügbar. Genutzt wird dabei die np→(n-1)s-Rekombination in neutralen oder
einfach ionisierten Edelgasen (hauptsächlich Helium) nach einer Stoßanregung im
Rahmen einer Gasentladung. Bei der Verwendung von Helium stehen beispielswei-
se die beiden diskreten Photonenenergien He-IIα mit 40.8 eV oder He-Iα mit 21.2
eV zur Verfügung. Das Licht dieser Gasentladungslampen besitzt eine natürliche
Linienbreite, die unterhalb von 1 meV liegt und damit um drei Größenordnungen
kleiner ist, als die von Röntgenröhren (AlKα,MgKα) bei XPS Messungen.
b) Synchrotronstrahlung:
Eine zunehmend genutzte Alternative zur Gasentladungslampe ist die Synchrotron-
strahlung, die allerdings die Durchführung der Experimente an einem Speicherring
notwendig macht. In Deutschland findet man solche Speicherringe in Berlin (BESSY
II), Hamburg (DESY), Dortmund (DELTA) und Karlsruhe (ANKA). Im Vergleich
zur Gasentladungslampe bieten Synchrotronstrahlungsquellen kontinuierlich durch-
stimmbares Licht mit großer Intensität und definierter Polarisation sowohl für UPS
als auch für XPS Experimente [36].
Die Variabilität in der Wahl der Photonenenergie ermöglicht erst die Durchführung
bestimmter PE-Experimente, so z.B. der resonanten PES. Die Auswahl der jewei-
ligen Photonenenergie aus der den Speichering verlassenden Strahlung erfolgt mit
Hilfe von Gittermonochromatoren, die in streifenden Einfall betrieben werden und
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deren Eigenschaften die Energieauflösung des Experiments entscheidend beinflussen.
Dabei sind für hν<100 eV Auflösungen unter 1 meV durchaus möglich. Demnach
ist die UPS in der Lage, auch minimale Energieunterschiede von Molekülorbita-
len oder auch der physikalischen Umgebung (z. B. Adsorption an Oberflächen) des
spektroskopierten Moleküls aufzulösen. Damit steht der Untersuchung der chemi-
schen Struktur der Bindungen, der Mechanismen der Adsorption auf Substraten,
oder auch der Bestimmung der Energie von Molekülvibrationen verschiedener Gase
nichts mehr im Wege.
Das Spektrum der Valenzzustände spiegelt die Zustandsdichte wieder, die entweder
winkelintegriert oder winkelaufgelöst E(~k) aufgenommen werden kann.
Bei der experimentellen Bestimmung der Zustandsdichte (engl. Density of States,
DOS) gibt es aber folgendes zu beachten.
Bei der Anwendung von He-Gasentladungslampen bewirkt die konstante Pho-
tonenenergie eine Variation der kinetischen Energie der Photoelektronen und damit
eine Änderung sowohl des Anfangszustands als auch des Endzustands. Daher hängt
die gemessene relative Intensität des PE-Spektrums von einer Kombination der Zu-
standsdichten des Anfangs- Endzustandes ab. Zusätzliche Energie- und damit Dre-
himpulsabhängigkeit des Dipolmatrixelementes bewirkt eine sogenannte
”
optische“
Zustandsdichte.
Eine geeignetes Durchstimmen der Photonenenergie mittels eines Synchrotrons er-
möglicht das Festhalten des Anfangs- (CIS: Constant Initial State) oder Endzu-
stands (CFS: Constant Final State). Die relative Intensität des so gemessenen PE-
Spektrums hängt in diesem Fall nur von der Zustandsdichte des Anfangs- bzw.
Endzustands ab.
2.1.3 Rumpfniveauspektroskopie und Rumpfniveauverschie-
bung
Die technologischen Anforderung, insbesondere an den Elektronenanalysator, er-
scheinen bei der Rumpfniveauspektroskopie zunächst weitgehend unproblematisch,
da Rumpfniveaus eine beträchtliche Lebensdauerverbreiterung zeigen und wegen ih-
rer lokalisierten Charakterisierung keine Dispersion aufweisen. Im Prinzip kann so
bei mittlerer Energieauflösung winkelintegriert gemessen werden. Allerdings ermö-
glicht eine winkelaufgelöste Messung eine Variation der effektiven Austrittstiefe der
Photoelektronen sowie die Nutzung von Diffraktionseffekten. Die Bindungsenergie
der Rumpfniveaus spiegelt ferner die Eigenschaften der chemischen Bindung wider
und variiert mit der chemischen Zusammensetzung und Koordination, so dass auch
hier die Bedeutung der Energieauflösung nicht zu unterschätzen ist.
Als Laborquellen stehen nur Röntgenröhren mit MgKα-(1253.6 eV ) und AlKα-
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Strahlung (1486.6 eV ) mit einer Linienbreite von ca. 1.5 eV zur Verfügung, die
durch Quarz-Monochromatoren auf ca. 0.3 eV reduziert werden können. Um die
Energielücke zu UPS-Messungen zu überbrücken, muß wieder auf Synchrotronstrah-
lung zurückgegriffen werden.
Ein Teil der vorliegenden Arbeit befasst sich mit der Spektroskopie des Ag 3d-
Rumpfniveaus von Silber-Nanopartikeln auf einem Protein-Substrat. Dabei wurde
eine systematische Änderung der Bindungsenergie des Rumpfniveaus in Abhängig-
keit der Metallisierung des Oberflächenproteins festgestellt. Insbesondere bei Gasad-
sorptionsversuchen und chemischen Reaktion von Metallen wurden Rumpfniveau-
verschiebungen beobachtet, die einer Veränderung der chemischen Umgebung der
Ionenrümpfe zugeordnet werden können. Die Empfindlichkeit der Rumpfniveauver-
schiebung ermöglicht eine gezielte Untersuchung von Festkörpern, die aus verschie-
denen chemischen Komponenten aufgebaut sind. Die resultierende chemische Ver-
schiebung der Rumpfniveaus auf Grund einer veränderten chemischen Umgebung
kann mit den Bildungsenthalpien ∆H korreliert werden, die notwendig sind, um ein
Material aus mehreren Elementen zusammenzusetzen. Zum besseren Verständnis
sollen die Zusammenhänge im Folgenden kurz näher erläutert werden.
Rumpfniveauverschiebung
Die Bindungsenergie eines Rumpfniveaus lässt sich für das freie Atom unmittelbar
aus der Differenz der Gesamtenergien des N- und (N-1)-Elektronensystem bestim-
men, wobei die Gesamtenergien z.B. im Rahmen des Hartree-Fock-Verfahrens [37]
berechnet werden können. Im Festkörper ist die Situation komplizierter, da einer-
seits die Energie des Anfangszustands durch die chemische Bindung modifiziert wird,
andererseits die effektive Besetzung des Endzustands infolge der elektronischen Ab-
schirmung vom atomaren Wert (N-1) abweicht. Man erwartet daher beim Übergang
des Atoms von einer Umgebung 1 in eine Umgebung 2 Bindungsenergieverschiebun-
gen, die sich formal in Beiträge des Anfangs- und Endzustandes aufspalten lassen:
∆EiB(U1, U2) = ∆εi(U1, U2) + ∆Erelax(U1, U2) (2.13)
Dieser Ansatz ist allerdings wenig hilfreich, Bindungsenergieverschiebungen konkret
zu berechnen. Um solche Berechnungen durchzuführen, wurde von B. Johansson ein
hypotetischer Born-Haber (nach Max Born und Fritz Haber) Zyklus eingeführt [38],
der den Übergang vom Anfangs- zum Endzustand durch eine Kette thermodynami-
scher Prozesse beschreibt. Um die Bindungsenergie eines Rumpfniveaus eines che-
mischen Elements der Ordnungszahl Z in der kondensierten metallischen Phase zu
berechnen, versetzt man die Z-Atome unter Aufbringung der Kohäsionsenergie EZcoh
zunächst in die Gasphase, ionisiert sie dort unter Aufbringung der atomaren Bin-
dungsenergie EatomB und ersetzt die so entstandenen rumpfionisierten Z-Atome durch
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valenzionisierte Atome der Ordnungszahl (Z+1). Diese Ionen neutralisiert man un-
ter Gewinn der Kohäsionsenergie EZ+1coh zu einem (Z+1)-Metall und löst dieses in
unendlicher Verdünnung im ursprünglichen Z-Metall, wofür eine Lösungsenthal-
pie Eimp aufgebracht werden muss bzw. gewonnen wird. Für die Erzeugung dieser
vollständig abgeschirmten (Z+1)-Impurity, die mit dem PE-Endzustand gleichge-
setzt wird, benötigt man also:
EmetB = (E
Z
coh − EZ+1coh ) + EatomB − EZ+1ion + Eimp (2.14)
Die Rumpfniveauverschiebung in einer chemischen Verbindung lässt sich analog
durch Einführung effektiver Kohäsionsenergien beschreiben, die sich aus der Sum-
me der Kohäsionsenergie im reinen Metall Ecoh und der Bildungsenthalpie ∆H der
Verbindung ergibt:
Ecoh,verb = Ecoh − ∆H (2.15)
Für die Bindungsenergieverschiebung im reinen Metall gegenüber dem Atom ergibt
sich nun:
4EmetB := EmetB − EatomB = (EZcoh − EZ+1coh ) − EZ+1ion + Eimp (2.16)
und für die sogenannte chemische Verschiebung zwischen Verbindungen und reinem
Metall:
4EverbB := EverbB − EmetB = (4HZ+1 −4HZ) + 4Eimp (2.17)
Vernachlässigt man den letzten Term, ergibt sich die chemische Verschiebung also
aus der Differenz der Bildungsenthalpien entsprechender Verbindungen des (Z+1)
und Z-Metalls. An der Oberfläche reduziert sich die Kohäsionsenergie eines Metalls
im Rahmen des
”
tight-binding“ Modells proportional zu
√
n
nbulk
, wobei n und nbulk die
Koordinationszahlen (Zahl nächster Nachbarn) in Oberfläche und Volumen angibt.
Für die Oberflächenrumpfniveauverschiebung ergibt sich damit:
4EsurfB := EsurfB − EmetB ∼= (1 −
√
n
nbulk
)(EZ+1coh − EZcoh) (2.18)
wobei die Eimp-Terme wiederum vernachlässigt wurden. Für dichtgepackte Ober-
flächen hat der Faktor (1-
√
n
nbulk
) etwa den Wert 0.2, so dass die Bindungsenergie-
verschiebung etwa 20 % der Kohäsionsenergiedifferenz der (Z+1)- und (Z)-Metalle
beträgt und z.B. für Übergangsmetalle ein Vorzeichenwechsel zeigt, da bei leichten
Übergangsmetallen EZ+1coh >E
Z
coh, bei schweren jedoch E
Z+1
coh <E
Z
coh gilt.
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2.1.4 Nahkantenabsorptionsspektroskopie
Unter Anwendung der Methoden, die bis jetzt vorgestellt wurden, besteht die Möglich-
keit, mittels Spektroskopie die elektronische Struktur der Elektronen, die das Rumpf-
niveau und das Valenzband bilden, zu bestimmen. Kurz gesagt, es können die be-
setzten Zustände des Festkörpers bestimmt werden.
Die Röntgen-Nahkantenabsorptionsspektroskopie (kurz. NEXAFS) gibt nun die Mög-
lichkeit auch die unbesetzten elektronischen Zustände des Festkörpers messtechnisch
zu erfassen. Die meisten konventionellen Verfahren der Absorptionsspektroskopie
basieren auf der linearen Absorption von Photonen durch Materie. Die Absorption
von Röntgenstrahlung und der damit verbundene Intensitätsverlust I der Strahlung
durch Materie lässt sich über folgenden Zusammenhang beschreiben:
I(hν) = I(0)e(−µl(hν)·d) (2.19)
Die dabei wichtige Größe neben der Materialdicke d ist der von den Eigenschaften
der Materie abhängige lineare Absorptionskoeffizient µl, der eine Photonenenergie-
abhängigkeit besitzt. Der Quotient aus dem linearen Absorptionskoeffizienten µl
und der Dichte ρ des Materials wird als Massenabsorptionskoefizient bezeichnet.
Bei NEXAFS wird die Tatsache ausgenutzt, dass dieser Koeffizient elementspezi-
Abbildung 2.4: Anregungsprozess von Elektronen aus einem Rumpfniveau in
unbesetzte Zustände im Rahmen der NEXAFS-Spektroskopie.
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fische Sprünge bei charakteristischen Photonenenergien besitzt (Anregungsschwel-
len). Diese Sprünge sind das Ergebnis einer Anregung von Elektronen aus einem
Rumpfniveau in einen unbesetzten Zustand, bei einer bestimmten Photonenenergie
(Abbildung 2.4).
Die Wahrscheinlichkeit einer solchen spezifischen, auf eine Atomsorte konzentrierte
Absorption wird in den meisten Fällen nicht über eine direkte Abschwächung des
Röntgenstrahls bestimmt. Vielmehr nutzt man den Zerfall des durch Röntgenabsorp-
tion angeregten Zustand, zur Detektierung. Vereinfacht dargestellt ist die Absorp-
Abbildung 2.5: Abregung von Photoelektronen über einen Auger-Prozess. Da-
bei ist die Anregung mit a) und die anschließende Abregung mit b) gekenn-
zeichnet. Im Speziellen ist hier der KL2L3 Auger-Übergang dargestellt, der als
Möglichkeit in Folge der Spin-Bahn-Kopplung auftreten kann.
tion proportional zu der Anzahl der erzeugten Rumpfniveaulöcher. Die Abregung
des Röntgenabsorptionsendzustandes erfolgt hauptsächlich über Auger-Elektronen,
die durch inelastische Streuprozesse in der Probe vervielfacht werden. Bei einem
Auger-Prozess wird das durch Photoabsorption entstandene Photoloch (z.B. in der
K-Schale) durch ein Elektron einer höheren Schale aufgefüllt (z.B. der L-Schale),
wobei die dabei frei werdende Energie strahlungslos auf ein weiteres Elektron über-
tragen wird (Abbildung 2.5). Wird im Gegensatz dazu die Energiedifferenz in Form
von Röntgenstrahlung abgegeben (∆E=hν), dann bezeichnet man diesen Prozess als
Röntgenfluoreszenz. Da bei Elementen mit niedriger Ordnungszahl die inneren Elek-
tronen weniger stark gebunden sind, dominiert der Auger-Zerfall das Geschehen. Bei
einem Wechsel der Anregungsenergie der Photonen ändert sich die kinetische Energie
der Auger-Elektronen und die Anzahl der Sekundärelektronen praktisch nicht. Die
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resultierende totale Elektronenausbeute ist der Anzahl der Rumpfniveaulöcher und
folglich dem Absorptionskoeffizienten proportional. Die Elektronen, welche die Pro-
be verlassen, generieren auf Grund ihrer Ladung einen Probenstrom (gegen Masse).
Anstelle der emittierten Elektronen kann dieser Strom mit Hilfe eines sehr empfind-
lichen Strom-Messgerätes in Abhängigkeit der jeweiligen Photonenenergie gemessen
werden. Da der Strom im wesentlichen durch die entstandenen Sekundärelektronen
bestimmt ist, die auf Grund ihrer kleinen Energie eine relativ große Austrittstiefe
aus dem Festkörper aufweisen (mittlere freie Weglänge), ist die Volumensensitivität
solcher Ausbeute-(
”
total yield“) Messungen wesentlich größer als bei Photoemission.
Die sogenannten Nahkantenstrukturen im Absorptionsspektrum bilden die lokale un-
besetzte Zustandsdichte am Ort des Atoms ab, wobei nur solche Zustände Berück-
sichtigung finden, die im Rahmen der Dipolauswahlregeln für Übergänge aus den
betreffenden Rumpfniveau erlaubt sind. Durch das Potential des Photolochs können
ferner unbesetzte Zustände unter die Fermikante abgesenkt werden, die infolge ihrer
lokalisierten Charakter zu hohen Übergangswahrscheinlichkeiten unterhalb der ei-
gentlichen Absorptionskante führen (sogenannte
”
white lines“ im Spektrum). Durch
Variation der Photonenenergie gewinnt man also ein Absorptionsspektrum, das In-
formation über einen elementspezifischen Beitrag zur unbesetzten Zustandsdichte
des Festkörpers ergibt. Die Nahkantenabsorptionsspektroskopie ermöglicht daher
eine gezielte Untersuchung von Molekülen und deren Reaktionen auf Oberflächen,
sowie die Anbindung von Adsorbaten an die Oberfläche von Festkörpern. Eine Un-
terscheidung der verschiedenen, in einem System vorkommenden Molekülsorten, ba-
sierend auf unterschiedlichen unbesetzten Zuständen, ist ebenfalls möglich.
Eine Durchführung solcher NEXAFS-Experimente mit linear polarisierter Synchtro-
tronstrahlung hoher Intensität ermöglicht darüber hinaus, unter Variation des Win-
kels zwischen der einfallenden Synchrotronstrahlung und der Probe, festzustellen,
welche Orientierung die beteiligten Molekülorbitale besitzen. Grund dafür ist die Po-
larisation der Synchrotronstrahlung, d.h. die Orientierung des elektrischen Feldstärke-
vektors, der im wesentlichen die Richtung der Elektronenanregung vorgibt.
Die im Rahmen dieser Arbeit gemessenen Absorptionskanten sind die K-Kanten
von Kohlenstoff bei einer Photonenenergie von ∼ 285 eV , Stickstoff (∼ 400 eV ) und
Sauerstoff (∼ 530 eV ).
2.1.5 Resonante Photoemission
In diesem Kapitel soll die resonante Photoemission (res. PE), als wichtige Erwei-
terung der bisher beschriebenen spektroskopischen Methoden vorgestellt werden.
Insbesondere bei der Charakterisierung der elektronischen Struktur von Übergangs-
metallen [39], Seltenerdverbindungen [40], Actiniden [41], Hochtemperatursupralei-
tern [42] und natürlich organischer Moleküle [25] bilden diese ein etabliertes Hilfs-
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mittel. So ist es z.B. mit Hilfe der res. PE möglich, die räumliche Lokalisierung von
elektronischen Zuständen in großen Biomolekülen zu untersuchen [43, 44].
Die resonante Photoemission basiert auf der Interferenz zweier Anregungskanäle,
die, ausgehend von einem vorgegebenen Anfangszustand |i〉, auf verschiedenen We-
gen den gleichen Endzustand |f〉 erreichen (Zweikanalinterferenz, Fano-Beutler-
Resonanz) [45]. Im vorliegenden Fall interferiert die direkte Dipolanregung von |i〉
nach |f〉 mit der Anregung eines Rumpfniveaus in einen lokalisierten Zwischenzu-
stand |m〉, der anschließend über einen Auger-Prozess in den Endzustand |f〉 zerfällt.
Betrachtet man die Valenzbandemission eines organischen Moleküls, so interferiert
der direkte Photoemissionskanal beispielsweise mit einem Prozess, bei dem ein C 1s-
Elektron in einen unbesetzten Valenzbandzustand angeregt wird, strahlungslos re-
kombiniert und via Autoionisation das gleiche Elektron wie bei der Photoemission als
Auger-Elektron emittiert. Zwischen den Kanälen besteht eine Phasendifferenz, die
mit steigender Anregungsenergie zunächst zu einer destruktiven (
”
off-resonance“)
und anschließend zu einer konstruktiven Überlagerung (
”
on-resonance“) führt, die
sich im Photoemissionsspektrum als Unterdrückung bzw. Überhöhung des Signals
bemerkbar macht.
Auf Grund des 1/r-Charakters des Augeroperators ist der Autoionisationskanal be-
sonders effektiv, wenn die am Auger-Prozess beteiligten Zustände räumlich eng be-
nachbart, also am gleichen Atom lokalisiert sind. Es werden also nur solche Zustände
ein nennenswertes Resonanzverhalten zeigen, für die diese Bedingung zutrifft, was
dem Experimentator die Möglichkeit gibt, beobachtete Strukturen des Valenzbandes
bestimmten Orbitalen der an der Verbindung beteiligten Atome zuzuordnen.
Neben dem bisher betrachteten Autoionisationsprozess, bei dem der angeregte Zwi-
schenzustand unmittelbar am Auger-Zerfall beteiligt ist (
”
participator“) gibt es so-
genannte
”
spectator“-Prozesse, bei dem anstelle des angeregten Zwischenzustands
ein energetisch tiefer liegender besetzter Valenzbandzustand in den Zerfall eingebun-
den ist (Abbildung 2.6). In diesem Fall wird nicht der gleiche Endzustand |f〉 wie bei
der Photoemission erreicht und es bildet sich keine eigentliche Resonanz, sondern
eine resonant auftretende Satellitenstruktur, die durch den Augerzerfall verursacht
wird. Für die theoretische Beschreibung der resonanten Photoemission [46,47] ist es
notwendig, drei Matrixelemente einzuführen:
(i) das Dipolmatrixelement (Übergangsdipolelement) zwischen dem Ausgangszu-
stand |i〉 und dem Endzustand |f〉,
T (E) = 〈f(E)|T̂D|i〉, wobei T̂D den Dipoloperator kennzeichnet,
(ii) das Dipolmatrixelement zwischen dem Anfangszustand |i〉 und dem Zwischen-
zustand |m〉, M0 = 〈m|T̂D|i〉 und
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Abbildung 2.6: Vereinfachte Darstellung der resonanten Photoemission.
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(iii) das Auger-Dipolmatrixelement zwischen dem Zwischenzustand |m〉 und dem
Endzustand |f〉,
A(E) = 〈f(E)|T̂A|m〉, wobei T̂A den Auger-Operator kennzeichnet.
Mit Hilfe dieser Matrixelemente ist es möglich, den Wirkungsquerschnitt für die
resonante PE wie folgt anzugeben [47]:
σ(E) ∝ |T (E) + A(E)
E − E0 − iΓ
[T0 +
∫
dE ′
A∗(E ′)T (E ′)
E − E ′ − i0 ]|
2, (2.20)
wobei E0 die Resonanz-Energie und Γ die inverse Lebensdauer des Zwischenzustands
|m〉 kennzeichnen. Wie man daraus sieht, ist der Wirkungsquerschnitt σ nicht nur
von den beiden bisher diskutierten zwei, sondern von drei Kanälen abhängig:
(a) direkter PE Kanal von |i〉 nach |f〉
(b) Anregung von |m〉 mit anschließender Autoionisation in |f〉
(c) virtueller Übergang in einen Endzustand |f ′〉 gefolgt von einem Übergang zu |m〉.
Dieser dritte Kanal ist für die nach Fano benannte Linienform der Resonanz verant-
wortlich.
Im Resonanzfall, E = E0 lässt sich der Wirkungsquerschnitt umschreiben zu:
σResonanz ∝ |T (E0) +
iA(E0)T̃0(E0)
Γ
|2. (2.21)
Unter der Annahme das |A(E0)T̃0(E0)
Γ
|  |T (E0)|, erhält man den Ausdruck:
σResonanz ≈ konstant|A(E0)|2. (2.22)
Damit ergibt sich für lokalisierte Zustände eine direkte Proportionalität des Wir-
kungsquerschnitts zu dem Auger-Zerfallskanal.
Abschließend sei noch auf einen weiteren und wichtigen Prozess verwiesen, der im
Zusammenhang mit der resonanten Photoemission beobachtet werden kann. Dieser
kann dadurch entstehen, dass während der Emission des primären Photoelektrons
ein weiteres Elektron definiert angeregt wird, was eine Veränderung der Energie des
primären Elektrons zur Folge hat. Je nachdem ob bei dieser Anregung eine Erhöhung
oder Verringerung der kinetischen Energie des primären Elektrons erfolgt, spricht
man auch von einem Shake-up bzw. Shake-down Prozess.
2.2 Elektronenmikroskopie
Für die qualitative und morphologische Charakterisierung der präparierten Ober-
flächenproteine ist es notwendig, die Nanostrukturen so aufzulösen, dass sie der
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Beobachtung zugänglich werden. Im Gegensatz zu den gewöhnlichen Lichmikrosko-
pen, deren Vergrößerung auf Grund des begrenzten Auflösungsvermögen auf das et-
wa 1.000fache beschränkt ist, ist es mit Hilfe eines Elektronenmikroskopes möglich,
höchstauflösende Abbildungen mit einer bis zu 100.000 fachen Vergrößerung zu er-
halten. Gemäß de-Broglie erhält man für die Materie-Wellenlänge λ eines Elektrons
mit dem Planckschen Wirkungsquantum h, der Masse m und der Elementarladung
e des Elektrons unter Hinzunahme der Beschleunigungsspannung U :
λ =
h√
2 ·m · e · U
(2.23)
Auf Grund dieser gegenüber der Lichtmikroskopie sehr viel kleineren Wellenlänge
der Elektronen erreicht man Auflösungen bis herab zu 0.1 nm. Das erste Elektronen-
mikroskop wurde 1931 von Ernst Ruska und Max Knoll gebaut. Im Zusammenhang
mit durchgeführten elektronenoptischen Studien erhielt Ernst Ruska dafür den No-
belpreis in Physik.
Für die Untersuchung von Nanostrukturen ist vor allem das Transmissionselektro-
nenmikroskop (TEM) von großer Bedeutung, bei dem die Elektronen relativ dünne
Proben durchstrahlen. Im TEM wird ein relativ breiter Elektronenstrahl von einer
Kathode emittiert, mittels Hochspannung beschleunigt und mit Hilfe elektrosta-
tischer oder magnetischer Linsen kollimiert bzw. fokusiert. Dieser Elektronenstrahl
durchdringt das zu untersuchende Objekt (Transmission), wobei der von dem Objekt
austretende hochenergetische Teil der Elektronen erfaßt und mittels Elektronenop-
tik auf einen Leuchtschirm bzw. CCD-Detektor abgebildet wird.
Eine Prinzipskizze ist in Abbildung 2.7 dargestellt. Um Streu- und Absorptionspro-
zesse der Elektronen mit Luftmolekülen zu vermeiden ist es notwendig, die Expe-
rimente im Hochvakuum durchzuführen. Daher ist es nicht möglich, Untersuchun-
gen im feuchten Milieu, der natürlichen Umgebung der biologischen Proben, durch-
zuführen. Eine Abbildung im TEM ist nur möglich, wenn die zu untersuchende Pro-
be auch hinreichend dünn ist. Für hochauflösende Abbildungen sollte die optimale
Dicke kleiner als 10 nm sein, wobei auch Dicken mit bis zu 100 nm noch verwert-
bare Ergebnisse liefern können. Für die Erzeugung entsprechender Dünnschnitte ist
im allgemeinen ein sehr hoher präparativer Aufwand erforderlich. Der Grund für
die erforderliche Abdünnung der Probe liegt in einer Verringerung von Absorptions-
und Vielfachstreuungseffekten der Elektronen. Neben der Dicke der Probe hängen
die Streuverluste auch von der Dichte und den kristallinen Defekten ab.
Die Streuung der Elektronen innerhalb der Probe kann sowohl elastisch am Atom-
kern als auch inelastisch an den Elektronen der Hülle erfolgen. Dabei erleidet der
Elektronenstrahl Intensitätsverluste und ein Teil der Elektronen wird um kleine
Winkel von dem geraden Strahlengang abgelenkt. Für den Bildaufbau tragen aber
nur die Elektronen bei, die die Probe ohne Streuung durchdringen. Der Bildkon-
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Abbildung 2.7: Abbildung des Strahlengangs im TEM.
trast entsteht im wesentlichen nicht durch einen Absorptions- sondern durch einen
Phasenkontrast, der Änderungen des Brechungsindex infolge lokaler Potentiale wi-
derspiegelt. Für die exakte Wirkungsweise der TEM-Mikroskopie sei hier auf wei-
terführende Literatur verwiesen [48].
Da die hochenergetischen Elektronen, die auf die Probe auftreffen, zu einer Schädi-
gung führen, ist eine gewisse Resistenz der zu untersuchenden Substanz gegenüber
dieser Strahlung erforderlich, da andernfalls ein reales Abbild der Nanostrukturen
dieser Probe nicht zu erreichen ist [49]. Eine Verbesserung der Auflösung oder des
Kontrastes von Abbildungen die mit einem erhöhten Energieeintrag in die Probe
einhergehen, kann zu einem Masseverlust oder Schrumpfung der biologische Spezies
führen [28, 29].
Für weiterführende morphologische Strukturuntersuchungen wurden auch Untersu-
chungen mit einem Rasterelektronenmikroskop (REM) durchgeführt. Diese besitzen
im Gegensatz zum TEM eine geringere Auflösung, dafür entfallen aber die aufwen-
digen Dünnschichtpräparationen (3. Kapitel).
Eine allgemeine Problematik bei der Mikroskopie von Bakterien, S-Layer und ei-
ner Vielzahl von Zellorganellen allerdings ist die weitgehende Transparenz unter
Mikroskopen. Da sie aus leichten Elementen aufgebaut sind, haben sie kaum einen
Einfluss auf die Amplitude der durchlaufenden Welle. Jedoch kommt es wie bereits
oben erwähnt zu einer Phasenverschiebung dieser Welle durch eine Veränderung des
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Brechungsindex beim Durchlaufen beteiligter Stoffe und Materialien. Dieser Zusam-
menhang verdeutlicht, warum das mikroskopische Bild des S-Layers als sogenanntes
Phasenobjekt relativ kontrastarm ist. Ein sehr einfacher Zugang zu hoch aufgelösten
morphologischen Strukturen des S-Layers ist durch die Abscheidung von S-Layern
mit optimaler Dicke auf kommerziell erhältlichen TEM-Grids (Kohlefilm auf 3.05
mm Cu-Netzchen) in wässriger Proteinlösung möglich (3. Kapitel). Im Gegensatz
zu anderen biologischen Objekten entfällt die aufwendige Herstellung von dünnen
Schichten beispielsweise durch die Ätzung mit Ionen, um optimale Dicken für die
TEM-Untersuchung zu erhalten. Innerhalb der angesprochenen Präparation ist es
übrigens möglich, durch die Zuhilfenahme einer Schwermetallverbindung, wie bei-
spielsweise Uranylacetat, den angesprochenen schwachen Bildkontrast der Struktur
der S-Layer im TEM zu erhöhen.
2.3 Photoelektronenmikroskopie
Mit Hilfe der Photoemissions-Elektronenmikroskopie (PEEM) können Oberflächen,
die bei der Bestrahlung mit kurzwelligem Licht Photoelektronen gemäß Gleichung
2.1 emittieren, abgebildet werden. Der Aufbau des ersten PEEM geht auf E. Brüche
im Jahr 1932 zurück [50], der mittels UV Licht Photoelektronen von einem Metall
abbildete. Diese Entwicklung erfolgte unmittelbar nach der Einführung der Elektro-
nenlinse. Knoll, Hontermans und Schulzer konstruierten zu selben Zeit ein PEEM
unter Verwendung zweier Magnetlinsen. Aber erst entsprechende theoretische Rech-
nungen über das Verhalten der Auflösung von Photoelektronenmikroskopen durch
Recknagel im Jahre 1941 ermöglichten eine gezielte Weiterentwicklung. Ungefähr
1970 zeichnete sich ab, dass ein PEEM zur Untersuchung von Oberflächen auf ato-
marer Skala geeignet sein könnte. Griffith und Rempfer bauten in den 80er Jah-
ren ein PEEM mit UV Lichtquelle, welches einen Einsatz im Ultrahochvakuum
(UHV) ermöglichte und eine räumliche Auflösung von 10 nm aufwies [51–53]. Mit
der Einführung des Synchrotrons als Lichtquelle etablierte sich die Methode des X-
ray PEEM im starken Umfang, da sich neben einer sehr hohen Auflösung auch die
Möglichkeit für magnetische Studien ergab. Bei einer Veränderung der Polarisation
des Lichtes von rechtszirkular- nach linkszirkular kann man durch den Vergleich der
Kontrastbilder der Probe magnetische Ordnung nachweisen (Dichroismus).
Die allgemeine Funktionsweise eines solchen PEEM, das mittlerweile ein fester Be-
standteil der experimentellen Ausstattung an einer Vielzahl von Speicherringen dar-
stellt, lässt sich wie folgt kurz skizzieren: Bei der Absorption von Röntgenstrahlung
durch Materie werden Elektronen von den Rumpfniveaus in unbesetzte Zustände
angeregt. Bei dem Auffüllen der entstandenen Löcher werden sekundäre Elektronen
freigesetzt. Eine Kaskade von niedrig-energetischen Elektronen, verursacht durch
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Abbildung 2.8: Skizze des verwendeten PEEM-2 am Lawrence Berkeley Na-
tional Laboratory.
Auger-Prozesse (Abbildung 2.5) und inelastische Streuung von Elektronen, wird von
der Probe emittiert und mittels Elektronenoptik auf einen Leuchtschirm oder Mi-
krokanalplatte abgebildet (Abbildung 2.8). Diese dabei verwendeten elektronischen
Linsen begrenzen die Auflösung des PEEM durch chromatische und sphärische Aber-
ration, wobei aber durch eine entsprechende Modifikation diesen Abbildungsfehlern
entgegengewirkt werden kann [54]. Dadurch ist es möglich, eine Auflösung von bis
zu 1 nm zu erreichen. Das Signal vom Leuchtschirm wird anschließend mittels einer
Glasfaseroptik auf einen CCD-Chip projeziert, wo das Signal dann digital am Com-
puter ausgewertet werden kann.
Im Gegensatz zu der energieselektiven Methode, die bei der Photoelektronenspek-
troskopie Anwendung findet, werden in diesem Fall nicht die Anzahl der Elektronen
einer durch den Analysator herausgefilterten kinetischen Energie bestimmt, son-
dern die ortsaufgelöste Intensitätsverteilung der Photoelektronen eines zweidimen-
sionalen Bereiches der Probe. Die dabei entstehenden Kontrastbilder der Probeno-
berfläche repräsentieren die laterale Verteilung der Photoionisationswirkungsquer-
schnitte bei einer bestimmten Photonenenergie und ermöglichen so eine element-
spezifische Auflösung, die beispielsweise bei der Untersuchung der Bedeckung von
Oberflächen mit Adsorbatmolekülen genutzt werden kann.
Weiterhin ist es möglich mit Hilfe eines PEEM die aus der Probe austretenden
Elektronen im NEXAFS-Modus zu verarbeiten, in dem Sinne, dass die totale An-
zahl der Elektronen, die aus einem Bereich der Probe ausgetreten ist, als Funk-
tion der Photonenenergie aufgezeichnet werden kann. Im Vergleich zu gewöhnlichen
NEXAFS-Untersuchungen bietet dieses Verfahren die Möglichkeit, die lokale elek-
tronische Struktur der präparierten Proben lateral aufgelöst zu untersuchen und zu
diskutieren. Dadurch ist man z.B. in der Lage, individuelle Substratbeiträge zu der
gemessenen elektronischen Struktur einer Adsorbatschicht nachzuweisen, da die Be-
deckung eines Substrates mit Adsorbaten in der Regel nie 100 % beträgt (siehe 5.
Kapitel).
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3. Bakterielle Oberflächenproteine
Das Ziel dieses Kapitels ist es, wichtige Eigenschaften der Oberflächenproteine vor-
zustellen und mögliche Anwendungen dieser Proteine aufzuzeigen. In der Biologie
erfolgt eine Gliederung zellulärer Lebewesen in die drei Domänen Archaea, Bacteria
und Eukarya. Bei den ersten beiden Domänen handelt es sich um Prokarya, pri-
mitive Einzeller ohne ausgeprägten Zellkern, während Eukarya über einen Zell-
kern verfügen und nicht nur in der Form von Einzellern auftreten, sondern als
Vielzeller die Grundlage des tierischen und pflanzlichen Lebens auf der Erde dar-
stellen. Oberflächenproteine bzw. S-Layer treten auf der Zellwand von Bakterien
Abbildung 3.1: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Zelloberfläche aus
einem Gefrierbruch [8]. Der Balken in der unteren linken Ecke entspricht einer
Länge von 100 nm.
und Archaeen in Form einer 2D-kristallinen Monolage mit hoher innerer Ordnung
auf [1,13,55]. Abbildung 3.1 zeigt eine entsprechende, mit Gefrieräzung präparierte
Oberfläche einer Zelle. Dabei wird die Probe schockartig eingefroren und mit einem
Messer im UHV aufgebrochen (Gefrierbruch). Durch das Sublimieren der gefrorenen
Probe (Wasser an der Oberfläche) wird eine reliefartige Struktur ausgebildet.
Bedeutende Veröffentlichungen über die S-Layer erfolgte im Jahre 1967 durch U.
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B. Sleytr et al. Seit dieser Zeit setzte man sich sehr intensiv mit den S-Layern
auseinander, um die Eigenschaften dieser einzigartigen Moleküle biologischer Na-
tur in die Nanotechnologie zu überführen [3,19,22,49,56–58]. Die Ergebnisse dieser
Forschungen führten beispielsweise zu neuartigen Ultrafiltrationsmembranen oder
Biosensoren in elektrischen und optischen Sensoren [59].
3.1 Aufbau und Struktur der S-Layer
Oberflächenproteine repräsentieren die ursprünglichste und älteste Form einer Bio-
membran [60, 61]. In der Regel bestehen sie aus einer einzigen Spezies von Protein-
Monomeren mit einem Molekulargewicht von 30 bis zu 220 kDa (Da=Dalton,
Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Bindung zweier Aminosäuren.
1.66·10−27Kg, atomare Masseeinheit, entspricht der Masse von 1
12
des Isotops 12C).
Benachbarte Aminosäuren sind dabei über sogenannte Peptidbindungen verbunden,
die durch Reaktion der Carboxyl-Gruppe der einen mit der Aminogruppe der an-
deren Aminosäure unter Abspaltung eines Wassermoleküls entstehen und CO-NH-
Struktur besitzen. Die Abbildung 3.2 illustriert diesen Sachverhalt. Unter Proteinen
versteht man generell Makromoleküle, die aus Ketten polymerisierter Aminosäuren
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bestehen. Je nach der Anzahl der beteiligten Aminosäuren unterscheidet man zwi-
schen Di-, Tri-, Oligo- und Polypeptiden. Wobei die Eigenschaften dieser Peptide
durch ihre Länge und die Strukturen der Seitenketten (R) der jeweiligen verbauten
Aminosäuren geprägt werden.
Die Komplexität der Zellhüllen ist das Ergebnis einer sich über Millionen wenn
nicht Milliarden von Jahren erstreckenden Entwicklungsarbeit der Natur. Die Ein-
beziehung von Oberflächenproteinen in die Struktur der Zellhülle führte zu einer
außerordentlich hohen mechanischen Stabilität [62]. Eine solche Stabilität ist be-
sonders bei dem Aufbau einer prokaryotischen Zellhülle (Bacterien und Archaeen)
erforderlich, da hier die Zellhülle dem Innendruck der Protoplasten entgegenwirken
muss, bei gleichzeitiger Gewährleistung einer flexiblen Formgebung des Organismus.
Eine solche prokaryotische Zellhülle besteht aus einer Cytoplasmamembran, die mit
Oberflächenproteinen vernetzt ist und reguliert den molekularen Stoff-Austausch
zwischen der Zelle und ihrer Umgebung, indem sie als molekulares Sieb wirkt und
gleichzeitig eine wichtige Schutzfunktion [62] gegen Parasiten auf bakterieller Ebene
und Viren innehat. Von der Warte der Biologie, Biotechnologie und Medizin ist es
daher sehr wichtig, sich den strukturellen Aufbau von Oberflächenproteinen näher
anzusehen.
Die erste Untersuchung von kristallinen Zellwandschichten wurde im Jahre 1953
durch A. L. Houwink mittels Elektronenmikroskopie durchgeführt [56]. Auf der
Zellwand des Bakteriums Aquaspirillum fand er Makromoleküle, die in einem hexa-
gonalen Muster angeordnet waren. In den darauffolgenden Jahren wurden weitere
Spezies mit Hilfe der Elektronenmikroskopie gefunden, die ebenfalls hochgeordnete
Gitterstrukturen in den Zellwänden besitzen [57,58]. Eine Intensivierung der Unter-
suchung ergab, dass die Monomere der S-Layer hauptsächlich in folgenden drei ver-
schiedenen Gittersymmetrien (Abbildung 3.3) vorkommen, nämlich: monoklin (p2),
tetragonal (p4) und hexagonal (p6) [2,8,60]. Eine trikline- (p1) und trigonale- (p3)
Gittersymmetrie konnte bis jetzt noch nicht eindeutig nachgewiesen werden.
Bei den unterschiedlichsten beobachteten Monomeren, die eine Dicke von 5 bis 15
nm aufweisen, konnten Gitterkonstanten von ca. 3 - 35 nm beobachtet werden [8].
Dadurch bildet sich eine charakteristische Porenstruktur, wobei die jeweils identische
Größe und Aufbau besitzen. Es wurden Poren mit Durchmessern zwischen 2 und 8
nm beobachtet [8], die für die angesprochene Funktionsfähigkeit als molekulares Sieb
verantwortlich sind. Diese Poren können dabei 30 - 70 % der Oberfläche ausmachen.
Eine weitere wichtige Eigenschaft besteht darin, dass die Rauhigkeit der Oberfläche
auf der Innenseite eines S-Layers größer ist als auf der Außenseite [63,64]. Bei einer
Vielzahl von Oberflächenproteinen der Familie der Bacillaceae (gram-positive Bak-
terien) führt das Vorhandensein gleicher Anteile von Carboxyl-und Aminogruppen
auf der Außenseite zu einer nahezu ungeladenen Oberfläche. Die Innenseite hingegen
besitzt einen Überschuss an freien Carboxylgruppen, die somit eine negative Netto-
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Abbildung 3.3: Schematische Darstellung der bei S-Layern möglichen Gitter-
symmetrien.
Ladung auf der Oberfläche erzeugen [65]. Diese Ladungsverteilung ist abhängig von
dem pH-Wert, der innerhalb des natürlichen Lebensraumes des Bakteriums herrscht.
3.2 Reassemblierung von Bacillus sphaericus
NCTC 9602
Für die Bereitstellung der S-Layer zu experimentellen Zwecken ist es erforderlich, ei-
ne Isolation bzw. einen Aufschluss der Monomere aus intakten Zellen durchzuführen.
Das in dieser Arbeit verwendete S-Layer-Protein wurde von Bacillus sphaericus
NCTC 9602 Zellen isoliert, nachdem wie in der Referenz [66, 67] beschrieben ei-
ne entsprechende Kultivierung und Reinigung vorgenommen wurde. Danach wurde
das erhaltene S-Layer Präparat gewaschen und in einer Phosphat-Puffer Lösung auf-
gelöst (50 mM KH2PO4/Na2HPO4, pH 7.5, 1 mM MgCl2, 3 mM NaN3) und bei
4 ◦C gelagert. Um eine umfangreiche Rekristallisation des Proteintemplates zu errei-
chen, wurde das S-Layer Präparat zuerst bei 20.000 g (1 g = 9.81 m
s2
) für 60 min bei
4 ◦C zentrifugiert. Anschließend wurde das so entstandene Pellet in der fünffachen
Menge an Guanidinhydrochlorid (7.5 mM in 50mM TRIS−HCL Puffer, pH 7.4)
aufgelöst, um die
”
S-Layer sheets“ in Protein Monomere zu zerlegen. Danach wurde
die Probe gegen 10 mM CaCl2 für mehr als 2 h bei 4
◦C dyalisiert. In dieser Zeit
reassemblieren die Monomere bevorzugt in Form von flachen oder röhrenförmigen
S-Layer Strukturen (sheets und tubes), die dann in Form einer Stammlösung für
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Abbildung 3.4: Links: REM-Abbildung von S-Layer sheets von B. sphaericus
auf Silizium (1kV , 4mm, 5000x). Rechts: REM-Abbildung von S-Layer tubes
von B. sphaericus auf Silizium (1kV , 3mm, 5000x). Aufnahmen von A. Blüher,
Max-Bergmann-Zentrum für Biomaterialien Dresden.
experimentelle Zwecke zur Verfügung steht. In der Abbildung 3.4 sind diese beiden
Strukturen vom B. sphaericus NCTC 9602 auf Silizium abgebildet.
An dieser Stelle sei angemerkt, dass für alle in der vorliegenden Arbeit durch-
geführten Experimente die sogenannten sheets verwendet wurden. Essentiell für
die angesprochene Selbstassemblierung ist die Anwesenheit von hydrophoben und
hydrophilen Bereichen innerhalb der Proteinmonomere, die einen amphiphilen Cha-
rakter bewirken, die die Lösung hydrophober Substanzen in Wasser vermitteln und
gleichzeitig die Grenzflächenaktivität steigern. Im Hinblick auf technisch relevante
Anwendungen ermöglicht letztere eine heterogene Nukleation von Proteinmonome-
ren an verschiedenen Grenzflächen [68] wie Lipidfilmen, Festkörpern und Luft (Ab-
bildung 3.5) [1, 8, 66]. Die Größe der beschichteten Fläche kann größer sein als die
Oberfläche der Bakterien, auf denen der S-Layer vorher lokalisiert war.
Nach dieser kurzen Einführung soll im folgenden näher auf die speziellen Eigen-
schaften der gewonnen S-Layer von B. sphaericus NCTC 9602 eingegangen werden.
Durch eine Sequenzierung des kodierenden Gens ist die Sequenz der Aminosäuren,
die Bestandteil des S-Layers sind, bekannt [69]. Dabei werden einem Monomer 1050
Aminosäurebausteine zugeordnet, die aus 20 proteinogenen Aminosäuren bestehen.
Dem entsprechend lautet die Summenformel für diesen S-Layer C4912H7860N1324-
O1615S5, was einer Masse von 111.5 kDa für eine Monomer ergibt. Jede S-Layer
Einheitszelle besteht aus vier dieser identischen Monomere. Somit besteht eine Ein-
heitszelle aus 62864 Atomen. Innerhalb des Monomers sind die Aminosäuren in einer
definierten Reihenfolge verbaut. Diese Sequenz der Aminosäuren wird als sogenann-
te Primärstruktur bezeichnet. Eine anschließende räumliche Orientierung und For-
mation der Aminosäureketten wird als Sekundärstruktur des Proteins bezeichnet.
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Abbildung 3.5: Schema der möglichen Assemblierung von Oberflächenprotei-
nen an Grenzflächen [1, 8, 66, 68].
Die stabilste und natürlichste Sekundärstruktur, die über H-Brücken innerhalb des
Peptidrückgrates stabilisiert wird, ist die sogenannte α-Helix. Es sind aber auch
Formen wie β-Faltblatt, β-Schleifen, π-Helix, 310-Helix und so genannte Random-
Coil-Strukturen bekannt [70]. Die der Sekundärstruktur übergeordnete räumliche
Anordnung der Polypeptidkette ist die Tertiärstruktur, die von den Seitenketten
der Aminosäuren bestimmt wird. Demnach kann man bei der Bestimmung der elek-
tronischen Struktur der Oberflächenproteine die Struktur des Monomers als eine Art
Bausatz ansehen.
Ein weiteres sehr wichtiges Merkmal ist die eindeutige p4-Symmetrie der Gitterstruk-
tur mit einer Gitterkonstante von 12.5 ± 0.8 nm. Weiterhin wurde ein komplexes
Muster von Poren und Lücken mit einer Größe von 2 - 3 nm beobachtet welches
gerade für die Präparation mit Metallpartikeln sehr wichtig ist [19]. Um diese Be-
obachtung vorzunehmen wurde eine S-Layer Suspension auf ein mit Kohlenstoff-
beschichtetes Kupfernetz aufgebracht. Nach dem Trocknen der Suspensionstropfen
blieben die S-Layer an der Oberfläche des Netzes hängen. Danach wurden die Proben
einem Kontrastmittel (Uranylacetat) ausgesetzt und getrocknet. Dabei trocknet das
Kontrastmittel amorph um die S-Layer-Struktur ein und bildet eine für den Elek-
tronenstrahl des Elektronenmikroskopes weitgehend undurchsichtige Schicht. Daher
erscheinen die S-Layer-Ablagerungen bei solchen TEM-Abbildungen hell in dunkler
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Abbildung 3.6: TEM-Abbildungen einer gefalteten S-Layer Schicht von B.
sphaericus NCTC 9602, die mit Uranylacetat negativ kontrastiert wurde. Die
Abbildung in der oberen Ecke zeigt die Fourier-gefilterte-Rekonstruktion der
mit einem Quadrat gekennzeichneten Region der Proteinmonolage. Aufnah-
men von A. Blüher, Max-Bergmann-Zentrum für Biomaterialien Dresden.
Umgebung. Die Abbildung 3.6 zeigt einen gefalteten (umgeklappten) S-Layer, der
mit einer solchen
”
negativ stain“ Methode abgebildet wurde. Eine anschließende
Fourier-Transformation des quadratischen Ausschnittes in dieser Abbildung (Bildbe-
arbeitung durch Filterung) ergibt das in der oberen linken Ecke dargestellte Muster.
Dieses Muster repräsentiert die angesprochene p4-Symmetrie des regulären Protein-
kristalls mit einer Gitterkonstante von 12.5 nm in Übereinstimmung mit vorherigen
Untersuchungen [4, 67]. Unsere ersten spektroskopischen Untersuchungen an dem
Oberflächenprotein ergaben, dass der S-Layer sich wie ein Nichtmetall verhielt. Da-
bei ist der höchste besetzte Valenz-Zustand (HOMO-Highest Occupied Molecular
Orbital) bei einer Bindungsenergie von ∼3 eV unterhalb der Fermienergie lokali-
siert [23]. Die daraus resultierende Energielücke, die ähnlich der eines Halbleiters
(mit großer Energielücke) ist, könnte innerhalb des S-Layers eine definierte Beweg-
lichkeit elektrischer Ladung ermöglichen. Auf diesen Sachverhalt wird im Kapitel
über den Ladungstransport in dem Oberflächenprotein näher eingegangen.
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4. Experimentelle Details und
Probenpräparation
Die in dieser Arbeit durchgeführten Experimente zur Bestimmung der elektroni-
schen Struktur erfolgten im Ultrahochvakuum (pUHV<10
−9 mbar). Da die S-Layer
Proben außerhalb einer UHV Anlage
”
ex-situ“ präpariert wurden, hatten diese be-
reits mit der Luft reagiert. Die Untersuchungen zur chemischen Zusammensetzung
(5. Kapitel) ergaben, das trotz dieses Umstandes eine sehr hohe Qualität des Prote-
ins erhalten geblieben war. Mit Blick auf chemische Reaktionen war die Qualität des
Vakuums in der Messkammer also nicht von Bedeutung, wohl aber für Reaktionen
auf Grund des Energieeintrages während des Messprozesses. Ebenso wichtig war die
Qualität des Vakuums für ein gezieltes Wachstum von Schichten und die Präparati-
on von Nanopartikeln bei Protein-Metall Hybridstrukturen, da nach der kinetischen
Gastheorie derartige Strukturen schon bei einem Gasdruck von 10−6 mbar nach
nur einer Sekunde vollständig mit Adsorbaten wie Sauerstoff bedeckt sein würden.
Um die elektronische Struktur des Festkörpers zu messen, werden die aus der Pro-
be austretenden Elektronen im Analysator detektiert. Dazu muß die mittlere freie
Weglänge der aus der Probe austretenden Photoelektronen hinreichend groß sein
um Stoßionisation von Restgasatomen vernachlässigen zu können, was ebenfalls erst
bei einem Basisdruck ab ∼10−6 mbar gewährleistet ist.
4.1 Aufbau der Ultrahochvakuumapparaturen
Die verwendeteten UHV Messplätze bestanden jeweils aus einer Präparationskam-
mer und einer Messkammer, die separat über Vorpumpen und Turbomolekularpum-
pen evakuiert wurden. Um einen schnellen und einfachen Probentransfer zu ermögli-
chen, war an der Präparationskammer eine Probenschleuse angebracht, die ebenfalls
separat abgepumt werden konnte und von der Präparationskammer durch ein Plat-
tenventil getrennt war. Bei einem Druck von ca. 10−8 mbar wurde die Probe über
ein Transfersystem von der Schleuse in die Präparationskammer bzw. direkt wei-
ter in die Messkammer transferiert. Nach einem Transfer wurde die Probe jeweils
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von der horizontal verlaufenden Transferstange an einen vertikal montierten Mani-
pulator übergeben. Solche Manipulatoren, die sowohl in der Präparationskammer
als auch in der Messkammer vorhanden waren, ermöglichen eine variable Bewegung
der Probe in alle Raumrichtungen (x, y, z) und Drehungen des Polarwinkels (θ) um
optimale Messergebnisse zu erhalten.
Die wichtigsten Komponenten für eine spektroskopische Untersuchung sind der Elek-
tronen-Energieanalysator und die Photonenquelle. Die Photoemissionsspektren wur-
den mit einem CLAM4-Elektronen-Energie-Analysator der Firma Vacuum Genera-
tors (VG) aufgenommen. Dieser hemisphärische Analysator besitzt einen mittle-
ren Radius von 165 mm und ist mit einem 9-Kanal-Detektor ausgestattet, der ei-
ne gleichzeitige Detektion von Elektronen unterschiedlicher Energie ermöglicht. Die
äußere Hülle der Messkammer und des Analysators bestand aus einer Nickel-Eisen
Legierung mit einer sehr hohen magnetischen Permeabilität (µ), die zur Abschir-
mung von niederfrequenten oder statischen Magnetfeldern eingesetzt wird. Solch ein
sogenanntes
”
µ-Metall“ mit 75-80 % Nickel konzentriert den magnetischen Fluss
von im Inneren des Materials und schirmt so den Analysator von äußeren Magnet-
feldern ab. Die Größe des Eintrittsspaltes für Elektronen war in einem Bereich von
0.5 - 5 mm einstellbar. In Kombination mit einer bestimmten Passenergie war es so
möglich die Energieauflösung der Photoelektronen zu beeinflussen. Eine Verringe-
rung der Passenergie für den Analysator ergibt eine bessere Auflösung.
Für die Absorptionsspektren im weichen Röntgenbereich (NEXAFS-Messungen)
wurde ein hochempfindliches Amperemeter der Firma Keithley verwendet, um den
sehr niedrigen Probenstrom (totale Elektronenausbeute) messen zu können.
4.1.1 Deutsch-Russisches-Strahlrohr
Außer den PEEM Experimenten wurden alle Experimente am Berliner Elektronen-
Speicherring (BESSY II) durchgeführt. Als Energiequelle für die entsprechenden
Photoemissionsexperimente dienten Photonen aus dem Deutsch-Russischen Dipol-
strahlrohr [71]. Dipolstrahlrohre sind gegenüber Undulator-Strahlrohren durch einen
niedrigeren Photonenfluss gekennzeichnet, was höhere Messzeiten mit sich bringt.
Angesichts der geringen chemischen Reaktivität der Probe war die Messzeit hier kein
Problem. Der vergleichssweise niedrige Photonenfluss kam den Anforderungen des
Experiments sogar entgegen, weil auf diese weise die Strahlenschäden an der Probe
reduziert werden konnten [29, 72].
Der Strahlengang im Deutsch-Russischen-Strahlrohr ist in Abbildung 4.1 skizziert.
Die Monochromatisierung der aus dem Dipolmagnet emittierten Strahlung erfolgt
mit Hilfe eines Plangittermonochromators vom Typ SX700, der kontinuierliche Durch-
stimmbarkeit der Photonenenergie von 30 eV bis über 1500 eV ermöglicht. Wegen
der geringen Reflektivität von Metallen im Röntgenbereich muss das Gitter sowie
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Abbildung 4.1: Abbildung des optischen Strahlengangs des Deutsch-
Russischen Strahlrohrs [73].
alle optischen Komponenten (Spiegel) in streifendem Einfall betrieben werden. Um
die Bragg-Bedingung für die jeweils gewünschte Photonenenergie zu erfüllen, wird
das Gitter und der ebene Vorspiegel M2 entsprechend computergesteuert gedreht.
Die beiden Toroid- und der elliptische Spiegel sind starr eingebaut und dienen
”
nur“
der Fokusierung [73].
Angesichts der Länge des Strahlrohrs von etwa 30 m, einer gewünschten Spotgröße
auf der Probe von unter 100 µm und der Tatsache, dass bei unsauberer Fokussierung
des elliptischen Spiegels M3 verschiedene Photonenenergien auf den Austrittsspalt
abgebildet und die Energieauflösung damit beeinträchtigt wird, wird an die Qua-
lität der einzelnen optischen Komponenten höchste Ansprüche gestellt. Bei hν=70
eV beträgt das Auflösungsvermögen des Strahlrohrs 100.000 und hält damit seit
Jahren den Weltrekord für Dipolstrahlrohre.
Ein weiterer wichtiger Punkt ist die gleichzeitig mit der gewünschten Photonen-
energie auch Licht höherer Beugungs-Ordnung auf die Probe gelangen kann, was zu
artifiziellen Strukturen in den Spektren, einem erhöhten Untergrundrauschen und
verstärkten Strahlenschäden führt. Um solche höheren Beugungsordnungen zu un-
terdrücken, kann ein Filter in den Strahlengang des Lichtes eingebracht werden,
der ein spezifisches, von der Energie des Lichtes abhängiges Absorptionsverhalten
zeigt. Bei den Messungen am Deutsch-Russischen Strahlrohr wurde beispielsweise
für Messungen an der C 1s-Absorptionskante (280 eV ) ein Filter aus einer dünnen
Titanfolie verwendet [74]. Titan zeigt bei Photonenenergien oberhalb 430 eV star-
ke Absorption infolge Rumpfniveauanregung, ist unterhalb dieser Energie aber für
röntgenstrahlung weitgehend durchsichtig. Die gesamte Energieauflösung des aus
Analysator und Monochromator bestehenden Systems (einschließlich thermaler Ver-
breiterung) betrug 150 meV (FWHM engl. full width at half maximum) für die
Valenzband- und 150-300 meV FWHM für die Rumfniveauspektroskopie. Für die
NEXAFS-Experimente können 150 meV , 230 meV und 300 meV für Messungen an
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der C 1s-, N 1s- und O 1s-Kante angegeben werden. Für die NEXAFS-Spektren
wurde die totale Elektronenaubeute detektiert. Eine entsprechende Energiekalibrie-
rung der gewonnen Spektren wurde unter Ausnutzung der Photoionisationsspektren
aus dem Übergang C 1s → π∗ von CO2 Gas durchgeführt.
4.1.2 PEEM-2
Das in dieser Arbeit verwendete PEEM-2 gehört zum Lawrence Berkeley Natio-
nal Laboratory und ist mit der Advanced Light Source (ALS) einem zum Berkeley
Forschungskomplex gehörigen Synchrotron über das Strahlrohr 7.3.1.1 gekoppelt.
Abbildung 4.2 skizziert kurz den experimentellen Aufbau des Mikroskops. Das dazu-
Abbildung 4.2: Aufbau des PEEM-2 Arbeitsplatz am Berkeley National Labo-
ratory. Diese Abbildung ist der Homepage des Berkeley National Laboratory
entnommen.
gehörige Strahlrohr ist mit einem sphärischen Gitter-Monochromator ausgestattet,
der keinen Eintrittspalt besitzt. Dieser Gittermonochromator stellt Photonenener-
gien von 200 - 1300 eV zur Verfügung, mit einer spektralen Auflösung (R) von
1000 - 2000 (R= E
4E
, Energie E), was für die meisten bildgebenden Untersuchungen
ausreicht. Für C 1s-, N 1s- und O 1s- NEXAFS-Messungen wurde eine niedrige-
re Liniendichte des Gitter von 200 Linien/mm für die Monochromatisierung der
Strahlung verwendet. Ein entsprechender Wechsel des Gitters war notwendig, um
die gewünschte Photonenenergie mit ausreichender Auflösung nutzen zu können.
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Ein Abbild der die Probenoberfläche verlassenden niedrigenergetischen Elektronen
erhält man dadurch, dass man diese durch eine Anordnung, bestehend aus drei un-
ter 25 kV Hochspannung stehenden Linsen beschleunigt und vergrößert auf einen
Leuchtschirm (Phosphor) projeziert. Dieses Linsensystem besteht aus einer soge-
nannten Objektivlinse, einer Transferlinse und der zugehörigen Projektorlinse. Diese
Elektronenoptik, eine 12 µm schmale Winkelapertur in Kombination mit einer sta-
bilen schwingungsdämpfenden Konstruktion ermöglicht so eine räumliche Auflösung
von ca. 50 nm.
Neben einer 2D-Kontrastbilddarstellung der Probe ermöglicht ein Betrieb des PEEM
im lateral aufgelösten NEXAFS-Mode jedem Bildpunkt ∼(33 nm × 33 nm) ein kom-
plettes NEXAFS-Spektrum zuzuordnen. Während der Zeit in der der Monochroma-
tor die Photonenenergie einstellt, kann der Photonenstrahl blockiert werden. Was
ermöglicht, die empfindlichen Proben während dieses Vorgangs vor einer unnötigen
Strahlungsexposition zu schützen.
4.2 Probenpräparation und Durchführung der Me-
tallisierung
Für die spektroskopischen Messungen wurde ein kommerzieller Silizium Wafer [SiOx/-
Si(100), n-dotiert] mit einer Größe von 25×6 mm2 als Substrat verwendet. Vor dem
Deponieren des Proteins wurde dieses Substrat mit Ethanol und entionisiertem Was-
ser gereinigt, mit Stickstoff getrocknet und anschließend mit Edelgas gesputtert (20
W für 5 min, bei einem Umgebungsdruck von 1×1.3 Pa). Nach dieser Behandlung
wurde der S-Layer ex-situ auf das Substrat aufgebracht. Dazu lässt man die Protein-
suspension (1 mg/ml in 25 mM Tris Puffer, 10 mM von MgCl2) für 30 min auf dem
Silizium einwirken. Danach wird die auf der Probe verbliebene Menge an Suspension
mehrmals mit entionisiertem Wasser abgespült, um Salzablagerungen zu entfernen.
Verbleibende Feuchtigkeitsnester werden vorsichtig mit Filterpapier abgezogen. An-
schließend wird die Probe vorsichtig mit Stickstoff (Düse) getrocknet und mittels
UHV beständiger Kohlenstoffplättchen auf den Probenhalter geklebt. Danach wird
die Probe vorsichtig am Rand mit ebenfalls UHV beständigem Silberleitlack kon-
taktiert und anschließend in die Proben-Schleuse des Messplatzes transferiert. Sollte
eine direkte Messung der Proben nicht möglich sein (Transport etc.), hat sich ei-
ne kühle Lagerung unter Argon-Schutzatmosphäre für die Qualität der Probe als
vorteilhaft herausgestellt. Es ist anzumerken, dass mit einem AFM (atomic force
microscope) für getrocknete S-Layer Proben eine Dicke von 5 nm festgestellt wurde,
wohingegen in wässriger Lösung Dicken von 10 nm beobachtet wurden. Demzufol-
ge findet an Luft eine starke Schrumpfung der S-Layer auf dem Substrat an Luft
statt [75]. Des Weiteren ergaben Elektronenmikroskopie- und Rasterkraftmikrosko-
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pie (AFM)-Untersuchungen, dass der so präparierte SiOx/Si(100)-Wafer, der als
Substrat eingesetzt wird, homogen mit S-Layer bedeckt ist. Der Grad der Bedeckung
der Oberfläche mit Protein liegt zwischen 80 und 90% [24].
Nach dem Abpumpen der Schleuse bis zum UHV-Druck stehen die Proben für Mess-
oder Metallisierungszwecke zur Verfügung. Um die Qualität und Morphologie der
präparierten Proben festzustellen, wurden jeweils drei gleichzeitig präparierte Pro-
ben miteinander mikroskopisch verglichen (u. a. TEM). So durchgeführte Untersu-
chungen lieferten die selben Ergebnisse. Im Rahmen einiger Experimente wurden
Metallcluster auf dem S-Layer abgeschieden. Um hierbei eine gute Probenqualität
zu erhalten, war es notwendig, entsprechende Verdampfer vorzubereiten und zu ka-
librieren. Die Funktionsweise dieser Verdampfer ist sehr einfach, da es bei der in
dieser Arbeit durchgeführten Abscheidung von Silber und Cobalt (99.99% Rein-
heit) genügte einen entsprechenden Draht um ein Filament aus Tantal zu wickeln.
Durch direkten Stromdurchfluss wurde das Material an den Filamenten in der Präpa-
rationskammer unter UHV-Bedingungen vorsichtig geschmolzen und sorgfältig bis
zu einem Druck von 8×10−10 mbar ausgegast. Anschließend wurden die Parame-
ter für eine konstante Verdampfungsrate von ca. 1Å pro Minute mit Hilfe eines
Schwingquarz-Schichtdickenmessers bestimmt und die eigentliche Beschichtung vor-
genommen, wobei Probe und Schwingquarz gleichzeitig bedampft wurden. Über ei-
ne Änderung der Oszillatorfrequenz des Schwingquarzes in Abhängigkeit von der
Schichtdicke konnte die deponierte Menge an Material auf der Probe so mit hoher
Präzision ermittelt werden. Die Abscheidung der Metallpartikel auf der Probe er-
folgte bei Raumtemperatur und einem Basisdruck von 2×10−10 mbar. Es ist wichtig
anzumerken, dass die hier gewählte Methode der physikalischen Abscheidung von
Metall -in situ- auf dem biologischen Substrat im Gegensatz zu der chemischen ganz
ohne Einflüsse von Reagenzien auskommt. Das Verfahren garantiert damit saubere
Cluster-Oberflächen und erlaubt, gegebenenfalls, beobachtete Phänomene eindeutig
auf die Wechselwirkung Cluster-Substrat zurückzuführen und Einflüsse von Verun-
reinigungen weitgehend ausschließen zu können.
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5. Elektronische Struktur des
S-Layers
In diesem Kapitel wird die elektronische Struktur des S-Layers vom Typ B. sphae-
ricus NCTC 9602 dargelegt. Die riesige Anzahl der den S-Layer charakterisierenden
Atome führt zu extremen Einschränkungen in der theoretischen Bestimmung der
elektronischen Struktur. Daher besteht die Notwendigkeit, verschiedene Methoden
miteinander zu kombinieren und zu erweitern, um bei der Bestimmung und Inter-
pretation der elektronischen Struktur des S-Layers erfolgreich zu sein. Zu Beginn
soll nur kurz auf die schon bestehenden Fakten als Ergebnis der PE- und NEXAFS-
Spektroskopie eingegangen werden. Im Anschluss daran werden diese Daten mit
den Ergebnissen aus der ortsaufgelösten-NEXAFS-Spektroskopie verglichen. Der
dabei auftretende Einfluss von Röntgenstrahlung auf die Struktur des S-Layers,
hauptsächlich im Zusammenhang mit den lateral aufgelösten-NEXAFS Studien,
wird im 6. Kapitel aufgezeigt.
Als Erweiterung zu den lateral-integrierten spektroskopischen-Daten, liefert die Me-
thode der resonanten-Photoemission Aufschluss über Einfluss der Seitenketten zu
der elektronischen Struktur des S-Layers.
5.1 Rumpfniveauspektroskopie
Alle für die Auswertung relevanten Spektren wurden auf den Elektronenstrom im
Speicherring normiert. Eine weiterführende Analyse der Spektren erfolgte unter Ver-
wendung des Win-Fit Programms [76]. Damit konnten die Spektren mit der Methode
der kleinsten Fehlerquadrate (engl. method of least squares) gefittet werden. Da-
bei wurden zur Beschreibung der Rumpfniveaukennlinien Lorentzkurven verwendet,
die zur Berücksichtigung der endlichen Auflösung mit einer Gaussfunktion gefaltet
wurden. Der Beitrag inelastisch gestreuter Elektronen wurde mit einem integra-
len (Shirley) Untergrund [77] bei der Auswertung berücksichtigt. Die individuellen
Bindungsenergien der Kohlenstoff-, Stickstoff- und Sauerstoff-Rumpfniveaus wurden
relativ zur Fermi-Energie angegeben. Dabei wurde die Position der letzteren unter
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Zuhilfenahme einer separaten Referenz-Probe aus Gold bestimmt. Diese Probe wur-
de der Einfachheit halber einige cm unterhalb der Proteinprobe befestigt. Um eine
zusätzliche Verschiebung der PE-Strukturen des S-Layers auf Grund einer mögli-
chen Aufladung der Probe ausschließen zu können, mußte ein separates Experiment
durchgeführt werden. Zu diesem Zweck wurde der S-Layer mit einem dünnen Film
aus Gold bedeckt (einige Å) und als metallisches Referenz-System bei der Auswer-
tung hinzugezogen.
Auf Grund der beobachteten ähnlichen Linienform der PE-Spektren eines solchen
präparierten S-Layers konnten nennenswerte Reaktionen mit der Decklage ausge-
schlossen werden. Der Zusammenhang zwischen der Reaktion der betrachteten S-
Layer-Proben und entsprechender verschiedener Metallisierungen wird im 8. Kapitel
im Detail untersucht werden.
Bevor detaillierte Photoemisionsstudien durchgeführt werden, ist es immer hilfreich
sich über den grundlegenden chemischen Aufbau der zu untersuchenden Probe zu
informieren. Dazu wurde ein PE-Spektrum einer frisch präparierten Probe mit einer
Photonenenergie von 600 eV aufgenommen. Ein solches Übersichtsspektrum ist in
Abbildung 5.1: Übersichtsspektrum einer frisch präparierten S-Layer Probe.
Abbildung 5.1 abgebildet. Dieses Spektrum zeigt hauptsächlich drei scharfe Peaks
die den O 1s-, N 1s- und C 1s-Rumfniveausignalen zuzuordnen sind. Abgesehen
von Wasserstoff kennzeichnen diese drei Elemente die chemischen Hauptbestandteile
des betrachteten S-Layers. Der charakteristische Anstieg des Spektrums zu kleine-
ren kinetischen Energien ist auf einen zunehmenden Anteil an Sekundärelektronen
zurückzuführen. Die Doppelpeakstruktur bei einer Energie von ca. 500 eV kann dem
Silizium-2p-Zustand zugeordnet werden, der auf Grund einer teilweise unbedeckten
SiOx/Si(100) Substratoberfläche sichtbar wird.
Bei der ausgewählten Photonenenergie von 600 eV ist der Wirkungsquerschnitt
der Photonenanregung der Valenz-Elektronen des S-Layers klein. Demzufolge ist
die Elektronenanregung in dem Energiebereich von 505 - 600 eV sehr klein [34].
5.1. Rumpfniveauspektroskopie 45
Auf Grund der sehr sorgfältigen Probenpräparation sind keinerlei Strukturen zu er-
kennen, die auf eine Verunreinigung mit chemischen Bestandteilen der Reagenzien
zurückzuführen wären.
Abbildung 5.2: C 1s-, N 1s- und O 1s-Rumpfniveau-Spektren des S-Layers.
Eine detaillierte Analyse der C 1s-, N 1s- und O 1s- Rumpfniveauspektren mit
einer verbesserten Energieauflösung und höherer Datendichte ist in der Abbildung
5.2 dargestellt. Die dabei verwendeten Photonenenergien betrugen 400 eV für das
C 1s-, 510 eV für das N 1s- und 620 eV für das O 1s- Rumpfniveauspektrum. Die
Photonenenergien wurden so gewählt, dass die kinetische Energie der den Festkörper
verlassenden Elektronen und damit die mittlere freie Weglänge in etwa identisch
sind. Dadurch ist es möglich, bei Kenntnis der Wirkungsquerschnitte aus den PE-
Daten Aussagen über die jeweiligen C-, N- und O-Massenanteilen des S-Layers zu
machen. Auffällig ist, das bei dem O 1s- und dem N 1s-Rumpfniveauspektrum in
Abbildung 5.2 nur jeweils eine einzelne Linie zu sehen ist, wobei das C 1s-Spektrum
offenbar mehrere Komponenten beinhaltet. Der Umstand, dass die N 1s- und O 1s-
Spektren nur aus einer einzigen Linie bestehen, weist darauf hin, dass sich die N-
und O-Atome innerhalb des Proteins jeweils in chemisch vergleichbarer Umgebung
46 5. Elektronische Struktur des S-Layers
befinden. Die Aufspaltung des C 1s-Spektrums dagegen ist die Folge zueinander sehr
unterschiedlicher chemischer Bindungen, die der Kohlenstoff innerhalb des S-Layers
eingeht. Die verschiedenen funktionellen Gruppen, in die der Kohlenstoff in den
beteiligten Aminosäuren und Seitenketten des S-Layers eingebunden ist, bewirken
demzufolge die sich überlagernde Strukturen [78,79]. Da das Protein mit Kohlenstoff,
Stickstoff und Sauerstoff Elemente sehr unterschiedlicher Elektronegativität enthält,
ist es naheliegend, den unterschiedlichen Rumpfniveaubindungsenergien Bindungen
zu den jeweiligen Atomen zuzuordnen.
Abbildung 5.3: C 1s-Rumpfniveau-Spektrum des S-Layers, mit einem entspre-
chenden Fit bestehend aus einer C–O-,C–N- und C–C-Komponente. Der re-
lative Flächeninhalt der mit a, b und c bezeichneten Komponenten ist in der
Tabelle 5.1 dargestellt.
Abbildung 5.3 zeigt das C 1s-Spektrum des S-Layers, bei dem eine Anpassung
der Linienform (Fit) basierend auf drei Komponenten vorgenommen wurde, was
dem Kohlenstoff drei mögliche chemische Zustände zuordnet. Vorangegangene Ar-
beiten [23,24] zeigen, dass diese drei Komponenten C–O-, C–N- und C–C-Bindungen
zugeordnet werden können in dem Sinne, das alle drei Signale Beiträge von Einfach-
und Doppelbindungen, aus den Peptidketten und Seitenketten beinhalten. Unter
Berücksichtigung der Elektronegativität, die ja für Sauerstoff größer als für Stick-
stoff und Kohlenstoff ist, liegt auf Grund des Ladungstransfers die C–O-Struktur
energetisch tiefer als die der C–N- und C–C-Struktur und die C–N- entsprechend
tiefer als die C–C-Struktur.
Bezug nehmend auf Referenzmessungen mit Gold, dessen 4f -Bindungsenergie (84.0
eV ) bekannt ist, ergeben sich die korrekten Positionen der Bindungsenergien der
Komponenten a, b und c der Abbildung 5.3 wie in Tabelle 5.1 dargestellt.
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C 1s-Komponente C–O C–N C–C
Bindungsenergie (eV) 288.1 287.0 285.0
Anteile in dem C 1s-Rumpfniveauspektrum 22% 28% 50%
Tabelle 5.1: Ermittelte Bindungsenergien für die Hauptkomponenten des C 1s-
Spektrums des Oberflächenproteins (oben). Vergleich der aktuell bestimmten
relativen Intensitäten der C–O-, C–N- und C–C-Beiträge innerhalb des C 1s-
PE-Spektrums (unten).
Der Wirkungsquerschnitt des Rumpfniveau-C 1s-Zustandes innerhalb einer Photo-
elektronenspektroskopie Messung hängt nicht von der chemischen Umgebung der
Kohlenstoffatome ab. Der Beitrag der primären Kohlenstoffbindungen mit Sauer-
stoff, Stickstoff und Kohlenstoff kann daher aus dem Intensitätsverhältnis, also dem
Verhältnis der einzelnen Flächen der Unterspektren aus Abbildung 5.3 zur gesamten
Fläche der C 1s-Emission bestimmt werden. Das Ergebnis ist in der zweiten Zeile
der Tabelle 5.1 angegeben. Wie man erkennen kann, ist die Hälfte der C-Atome
ausschließlich an andere Kohlenstoffatome (und Wasserstoff) gebunden.
Auf Grund der bekannten primären Struktur des S-Layers vom Typ B. sphaericus
NCTC 9602 [69] ist es nun möglich, die aktuell bestimmten relativen Intensitäten
mit den theoretisch erwarteten Werten zu vergleichen [23]. In der Tabelle 5.2 ist
eine Gesamtübersicht aller experimentell bestimmten relativen Intensitäten des C
1s-Spektrums dargestellt. Neben einer sehr guten Übereinstimmung der aktuell be-
Bindungstyp C–O C–N C–C
Analyse der vorliegenden Daten 22% 28% 50%
Analyse aus Ref. [23] 21% 27% 52%
Theoretisch erwarteter Beitrag zum C 1s-Spektrum 20% 31% 49%
Tabelle 5.2: Vergleich der Ergebnisse der Analyse des vorliegenden C 1s-
Rumpfniveauspektrums mit denen der Referenz [23]. Zusätzlich sind die
theoretisch bestimmten relativen Intensitäten der C–O-, C–N- und C–C-
Bindungen, gemäß der bekannten primären Struktur des S-Layers, abgebildet.
stimmten Bestandteile der Bindungen des C 1s-Rumpfniveauspektrums mit denen
der Theorie ist es bemerkenswert, dass zwischen zwei voneinander völlig unabhängi-
gen Experimenten eine gute Übereinstimmung besteht. Das zeigt, dass sich S-Layer
offensichtlich sehr reproduzierbar präparieren lassen und auch im Vakuum hohe che-
mische Stabilität aufweisen.
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5.2 Valenzbandspektroskopie
Als nächstes soll kurz auf den Aufbau des Valenzbandes des S-Layers eingegangen
werden. Die Bezeichnung Valenz- und Leitungsband für den besetzten bzw. unbe-
setzten Teil der Zustandsdichte nahe der Fermienergie sind der Halbleiterphysik
entlehnt, obgleich im Molekül die Translationssymmetrie fehlt. Die einzelnen Mo-
lekülorbitale liegen aber energetisch dicht beieinander und können auch räumlich
über mehrere Atome delokalisiert sein, so dass die Bezeichnung Band nicht unan-
gemessen ist. Bei der Betrachtung der elektronischen Eigenschaften des Protein-
kristalls sind Valenzband (VB) und Leitungsband von sehr großer Bedeutung. Die
Kenntnis der elektronischen Struktur (nicht nur des VB) ist die Basis für erfolgrei-
che weiterführende Studien im Hinblick auf einen technologischen Einsatz solcher
Proteine in der Mikro- und Nanoelektronik. Die Verwendung von Oberflächenpro-
teinen in aktuellen elektronischen Sensorstrukturen [59] macht die Notwendigkeit
deutlich, die elektronische Struktur besser zu verstehen, um noch leistungsfähige-
re Komponenten zu entwickeln. Eine gezielte Modifikation der Valenzbandstruktur
des halbleiterartigen Proteinkristalls [23] durch Nanostrukturierung mit Metallpar-
tikeln setzt ebenfalls eine grundlegende Analyse der elektronischen und chemischen
Eigenschaften voraus. Eine Möglichkeit der Nanostrukturierung mit Nanopartikeln
aus Silber oder Cobalt und daraus resultierende Wechselwirkungen mit dem Ober-
flächenprotein werden detailliert im 8. Kapitel behandelt.
Da das Verständnis über den Aufbau des Valenzbandes des präparierten Ober-
flächenproteins für die Analyse der folgenden Daten von Relevanz ist, soll kurz
darauf eingegangen werden. Dazu ist das Valenzbandspektrum des betrachteten S-
Layers in der Abbildung 5.4 dargestellt.
Entgegen der komplexen chemischen Zusammensetzung des S-Layers zeigt das
VB-Spektrum in Abbildung 5.4 eine Reihe von gut aufgelösten Strukturen, deren
Herkunft den verschiedenen molekularen Orbitalen des Proteins zugeschrieben wer-
den können. Das höchste besetzte molekulare Orbital (HOMO) wird durch das sehr
ausgeprägte Maximum auf der rechten Seite des Spektrums repräsentiert. Neben
dem HOMO lassen sich aber noch zwei weitere Strukturen erkennen. Zum einen
ist das die mit A bezeichnete ausgeprägte Struktur, welche ca. 4.5 eV unterhalb
des HOMO liegt. Zum anderen die weniger intensive Struktur B, welche bei einer
kinetischen Energie von ∼21 eV zu sehen ist.
Durch einen Vergleich der verschiedenen Strukturen des VB unterschiedlicher Pro-
teine konnten diese Strukturen näher charakterisiert werden. So ist es möglich, dem
HOMO hauptsächlich Beiträge durch die π-Wolke der aromatischen Ringe und ein-
zelnen nichtbindenden Paaren von Sauerstoff, Stickstoff und Schwefel zuzuordnen.
Der Komponente A können σ-Bindungen zugeordnet werden, in denen eines der
bindenden Atome Wasserstoff ist. Für die dritte mit B bezeichneten Struktur in der
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Abbildung 5.4: Valenzband-PE-Spektrum des S-Layers vom Typ B. sphaericus
NCTC 9602.
Abbildung 5.4, sind σ-Bindungen zwischen zwei benachbarten Kohlenstoffatomen
verantwortlich [23].
Über diesen pragmatischen, auf experimentellen Ergebnissen beruhenden Ansatz
hinaus wurden Rechnungen zu der elektronischen Struktur des Oberflächenproteins
im Rahmen eines sogenannten
”
building block model“ durchgeführt [80]. Grundi-
dee ist dabei, das Makromolekül, das infolge seiner Größe einer direkten Rechnung
nicht zugängig ist, formal in eine Summe von kleinen Bausteinen zu zerlegen un-
ter der Annahme, dass sich diese Bausteine untereinander nur wenig beeinflussen
und die Zustandsdichte des Makromoleküls folglich durch eine Überlagerung der
Zustandsdichten der einzelnen Bausteine genähert werden kann. Im Falle des vor-
liegenden Oberflächenproteins bedeutet das, dass eine Peptid-Grundgerüsteinheit,
die in verschiedenen Sekundärformen vorliegen kann, als Grundlage der Berechnung
angesehen wird. Die möglichen Sekundärformen wie z.B. Faltblatt oder Helix, wur-
den bereits im Kapitel Bakterielle Oberflächenproteine beschrieben. Die elektroni-
sche Struktur dieser Grundgerüsteinheiten wurde anschließend durch eine ab initio
Superzellen-Rechnung erhalten [80].
Zugrunde gelegt werden dabei jeweils Polyglycinketten, weil Glycin die kleinste und
einfachste proteinogene Aminosäure darstellt. Kompliziertere Seitenketten wurden
in Form selbständiger Bausteine berücksichtigt. Abbildung 5.5 zeigt das Ergebnis der
Rechnungen aus Ref. [80] im Vergleich zu unseren Photoemissionsdaten. Um die be-
rechnete totale (graues Subspektrum) sowie die partiellen Zustandsdichten mit dem
Experiment vergleichen zu können, wurden die jeweiligen Zustandsdichten, bei deren
Berechnung zunächst natürliche Linienbreiten von 0.1 eV für die einzelnen Zustände
angesetzt worden waren, mit einer Gaußfunktion der Halbwertsbreite 1.3 eV gefal-
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tet (schwarzes bzw. farbige Subspektren). Die in Abb. 5.5 gezeigten Intensitäten der
partiellen Zustandsdichten (farbig) addieren sich zur Intensität der Gesamtzustands-
dichte (schwarz) und entsprechen den prozentualen Anteilen, in denen die jeweiligen
Bausteine im Oberflächenprotein vorkommen. Wie man erkennen kann, ist die be-
Abbildung 5.5: Vergleich der theoretisch bestimmten totalen Zustandsdich-
te und den Projektionen von verschiedenen Teilen der Proteinstruktur, mit
der experimentell bestimmten elektronischen Struktur des Oberflächenprote-
ins (hν=40.8 eV) [80].
rechnete Gesamtzustandsdichte (schwarz) in guter Übereinstimmung mit dem bei
40.8 eV Photonenenergie aufgenommen Valenzbandspektrum des S-Layers (Abbil-
dung 5.4). Die partielle Zustandsdichte der Seitenketten (türkis) zeigt auffallend we-
niger Struktur als die der übrigen Bausteine, was dadurch zustande kommt, dass hier
bereits Bausteine unterschiedlicher chemischer Struktur zusammengefasst wurden,
deren individuelle Zustandsdichten sich unterscheiden, deren Unterschiede bei der
Überlagerung aber herausgemittelt werden und in der Summe den gezeigten, weitge-
hend unstrukturierten Hügel ergeben. Aus einem Vergleich der partiellen Zustands-
dichten ist ersichtlich, dass diejenige des Peptid-Grundgerüstes (dunkelgrün) das
PE-Spektrum bereits weitgehend beschreibt. Das ist möglich, da das Grundgerüst
alle charakteristischen Strukturen des Oberflächenproteins besitzt und daher stell-
vertretend für die Gesamtzustandsdichte betrachtet werden kann. Eine detaillierte
Analyse dieser Zustandsdichte, bezüglich der C–N- und C–O-Beiträge zum Grund-
gerüst, erlaubt eine weiterführende Interpretation des Valenzband-Spektrums. Dem-
nach können der HOMO-Struktur auch Beiträge aus C–N- und C–O-Bindungen
zugeordnet werden mit zugehörigen Ladungsdichten, die um die C- und O-Atome
herum konzentriert sind. Die Komponente, die in Abbildung 5.4 mit A gekennzeich-
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Abbildung 5.6: Analyse der berechneten projizierten Zustandsdichte, bezogen
auf die C–N- und C–O-Beiträge der Bindungen des Peptidgrundgerüstes, im
Vergleich zu der experimentell bestimmten elektronischen Struktur des Ober-
flächenproteins. Die Abbildung in der oberen rechten Ecke kennzeichnet dabei
die relevanten Komponenten des Peptidgerüsts [80].
net wurde, kann auch Beiträgen aus den C–N- und C–O-Bindungen zugeordnet wer-
den, wobei aber die Beiträge der C–O- gegenüber denen der C–N-Bindung um ∼2
eV zu niedrigeren Bindungsenergien verschoben sind (Abbildung 5.6). Im Einklang
mit dieser energetischen Verschiebung können der Komponente B in dem Valenz-
bandspektrum überwiegend Beiträge der C–N-Bindung zugeordnet werden.
Die NEXAFS Spektren die in den Abbildungen 5.5 und 5.6 als experimentelles Maß
für die unbesetzte Zustandsdichte gezeigt sind, sollen im Folgenden diskutiert wer-
den.
5.3 Lateral integrierte NEXAFS-Spektroskopie
Im Anschluss an die Bestimmung der besetzten elektronischen Zustände des S-
Layers soll dieses Kapitel dazu dienen, die unbesetzten elektronischen Zustände des
Oberflächenproteins zu diskutieren. Die üblicherweise (und zum Großteil auch in
der vorliegenden Arbeit) zur Messung dieser Zustände verwendete lateral integrier-
te Spektroskopie mittelt über einen makroskopisch großen Bereich der Probe, der
durch den Strahlenquerschnitt der auf die Probe auftreffenden Photonen gegeben
ist. Die typische Größenordnung des Photonenspots auf der Probe beträgt in der von
uns verwendeten Versuchsanordnung ungefähr 200 µm. Somit ist es meßtechnisch
unwahrscheinlich, nur solche Bereiche der Probe zu erfassen, die Domänen von Pro-
teinen aufweisen, da die Bedeckung der Siliziumoberfläche mit Protein ca. 90% [24]
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beträgt und damit etwa 10% des spektroskopischen Signals nicht vom S-Layer stam-
men.
Die Ergebnisse der lateral integrierten Studien der unbesetzten elektronischen Zustände
dieses Proteinsystems, die am Deutsch-Russischen Dipolstrahlrohr in Berlin durch-
geführt wurden, sollen im folgenden kurz vorgestellt werden, bevor im nächsten
Kapitel auf Unterschiede zur ortsaufgelösten-Spektroskopie eingegangen wird.
5.3.1 Das C 1s-NEXAFS-Spektrum des S-Layers
NEXAFS-Messung des C 1s-Rumpfniveaus wurde mit Photonenenergien zwischen
280 eV und 310 eV durchgeführt. In der Abbildung 5.7 ist ein typisches lateral
integriertes C 1s-NEXAFS-Spektrum des betrachteten S-Layers abgebildet. Prag-
matisch lässt sich dieses Spektrum zunächst in zwei Bereiche aufteilen: Zwischen
283 eV und 289 eV sind zwei scharfe Peaks zu erkennen, wohingegen oberhalb von
290 eV eine breite Struktur beobachtet werden kann. Studien des C 1s-Spektrums
Abbildung 5.7: Lateral integriertes C 1s-NEXAFS-Spektrum des S-Layers vom
Typ B. sphaericus NCTC 9602.
einer Vielzahl unterschiedlicher Aminosäuren, die die Basis des S-Layers bilden,
ermöglichten eine Zuordnung dieser Strukturen ähnlich einem charakteristischen
Fingerabdruck [81–83]. Diese Studien zeigen, dass die scharfen Peaks bei niedrigen
Photonenenergien in Abbildung 5.7 1s→ π*-Übergängen in unbesetzte Molekülorbi-
tale des Kohlenstoff in unterschiedlicher chemischer Konfiguration zuzuordnen sind.
Die breite Struktur oberhalb von 290 eV Photonenenergie dagegen ist im wesentli-
chen 1s→ σ*-Übergängen zuzuordnen. Aus der vergleichsweise schmalen Breite der
1s → π*-Komponenten lässt sich schließen, dass die korrespondierenden angeregten
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Zustände eine relativ große Lebensdauer besitzen, wohingegen die durch die 1s →
σ*-Übergänge bevölkerten Zustände offenbar eine vergleichsweise kurze Lebensdau-
er haben. Der vergleichsweise komplizierte Aufbau des S-Layers lässt eine genauere
Interpretation der NEXAFS σ*-Resonanzen nicht zu. Daher beschränkt sich die-
se Arbeit auf die Diskussion der intensiven π*-Resonanzen. Die Erfahrung zeigt,
dass die spektralen Beiträge unterschiedlicher Aminosäuren in der Regel sehr ähn-
lich sind, sich aber erwartungsgemäß von den Beiträgen derjenigen Aminosäuren,
welche in die Peptidbindungen eingebunden sind, unterscheiden. Nach den Refe-
renzen [81–83] ist es daher möglich, eine Interpretation der NEXAFS-Spektren im
Rahmen des
”
building block“ Modells zu geben.
Nach diesem Modell kann der erste Peak bei ∼285 eV einem Übergang von Elektro-
nen aus dem C 1s-Rumpfniveau in das LUMO der C=C-Doppelbindung (Abbildung
5.3) zugeordnet werden. Diese C=C-Doppelbindungen sind Bestandteil der aroma-
tischen Ringe der einzelnen Aminosäuren des S-Layers.
Bei genauerem Betrachten dieser 285 eV Komponente in Abbildung 5.7 fällt ei-
ne Schulter auf der niederenergetischen Seite auf, die auf unterschiedliche chemische
Umgebungen des Kohlenstoffs hinweisen. Grundsätzlich ist es mit Hilfe dieser lateral
integrierten Messung nicht möglich, dieses zusätzliche Signal eindeutig zuzuordnen.
Unterschiedliche Intensität dieser Struktur bei verschiedenen S-Layer Präparatio-
nen legt aber den Schluss nahe, dass nicht das S-Layer selbst, sondern eine amorphe
Kohlenstoffschicht, die erst bei der Plasmabehandlung entsteht, dafür verantwort-
lich ist.
Der zweite und intensivere Peak bei einer Photonenenergie von ∼288 eV kann
modellgemäß der Anregung von C 1s-Elektronen aus den C=O-Gruppen, die sich
ja auch im Rumpfniveau-C 1s-Spektrum der Abbildung 5.3 von denen der C–C-
Bindungen unterscheiden. Orbitale mit π*C=O-Charakter sind sowohl in den Sei-
tenketten als auch den Carbonylgruppen der Peptidbindung vertreten. Die scharfe
Struktur der Absorptionslinie weist auf eine geringe Wechselwirkung dieser Orbitale
mit anderen Orbitalen hin. Allerdings zeigt auch hier eine genauere Analyse des
Spektrums aus (Abbildung 5.7) die Existenz einer niederenergetischen Schulter, die
nach Referenz [82] Übergängen in σ*C−H- oder π*C=N -Orbitalen zugeordnet wer-
den könnten. Abgesehen von den Peptidbindungen enthalten die Seitenketten der
Aminosäuren Histidin, Arginin, Tryptophan, Prolin und Hydroxyprolin solche C–
N-Bindungen und können daher zu einem solchen C 1s → π*-Signal bei ∼287 eV
beitragen.
5.3.2 Das N 1s- und O 1s-NEXAFS-Spektrum des S-Layers
Weitere Informationen über die unbesetzten Zustände lassen sich aus der Betrach-
tung der NEXAFS-Strukturen an den O 1s- und N 1s-Absorptionskanten ableiten.
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In der Abbildung 5.8 ist das N 1s-NEXAFS-Spektrum des S-Layers abgebildet. Ähn-
lich dem C 1s-NEXAFS-Spektrum ist eine intensive, scharfe π*-Resonanz bei einer
Photonenenergie von 401.3 eV zu erkennen, gefogt von einer Reihe breiter Struktu-
ren bei höherer Photonenenergie.
Abbildung 5.8: Lateral integriertes N 1s-NEXAFS-Spektrum des S-Layers vom
Typ B. sphaericus NCTC 9602.
Abbildung 5.9: Lateral integriertes O 1s-NEXAFS-Spektrum des S-Layers vom
Typ B. sphaericus NCTC 9602.
Die scharfe Linie ist offensichtlich dem Übergang N 1s→ π* innerhalb der C=N-
Gruppen zuzuordnen. Eine entsprechende π*-Resonanz bei einer Photonenenergie
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von 531.8 eV ist auch im O 1s-NEXAFS-Spektrum in Abbildung 5.9 vorhanden
(Übergang O 1s → π*C=O). Im Gegensatz zu dem C 1s-NEXAFS-Spektrum der
Abbildung 5.7 sind keinerlei weitere dem S-Layer zuzuschreibenden Signale inner-
halb der π*-Übergangsregion der Abbildungen 5.8 und 5.9 erkennbar. Erwähnens-
wert ist jedoch eine schwache Struktur im π*-Bereich des N 1s-NEXAFS-Spektrums
bei einer Photonenenergie von ∼398.5 eV . Im 6. Kapitel dieser Arbeit wird gezeigt
werden, dass diese Struktur durch Strahlenschäden während der Messung verur-
sacht worden ist. In Übereinstimmung mit der Singlet-Struktur der O 1s- und N
1s-Rumpfniveauspektren geben die N 1s-und O 1s-NEXAFS-Spektren die partielle
Zustandsdichte der O- und N-artigen unbesetzten Zustände wieder, da demnach in
beiden Fällen nur ein Ausgangszustand vorhanden ist.
Es ist interessant festzustellen, dass die Lage der π*-Resonanzen von C, N, und O
bezüglich ihrer Photonenenergien gerade den Bindungsenergien der jeweiligen 1s-
Rumpfniveaus entsprechen. Daraus lässt sich schließen, dass alle drei Übergänge
in π*-Orbitale erfolgen, die im Endzustand an der Fermikante liegen. Diese ener-
getische Entartung entspricht im Fall der C 1s- und O 1s-Absorptionskanten der
Erwartung, da ja ein und dasselbe Orbital der C=O-Bindung adressiert wird, im
Falle der N 1s-Kante jedoch keineswegs selbstverständlich ist. Allerdings hatten
wir in Abschnitt 5.3.1 bereits die Schulter der Kohlenstoff-π*-Resonanz mit einem
Übergang in das π*-Orbital der C–N-Bindung identifiziert womit wieder die Pho-
tonenenergie der Anregungsschwelle mit der Bindungsenergie der entsprechenden C
1s-Rumpfniveaukomponente (vergleiche Abb. 5.2) übereinstimmt und die energeti-
sche Entartung der C=O-bzw. C–N-abgeleiteten π*-Orbitale bestätigt wird. Die be-
rechneten projezierten Zustandsdichten (vergl. Abb. 5.6) zeigen, dass die π*-Orbitale
der C=O- und C–N-Bindungen tatsächlich energetisch entartet sind und das LU-
MO bilden. Allerdings stimmt die berechnete Position knapp 4 eV oberhalb von EF
nicht mit der Beobachtung überein, dass die Lage der Absorptionskanten den 1s-
Bindungsenergien entspricht und der Endzustand daher in der Nähe der Fermikante
liegen sollte. Allerdings ist zu berücksichtigen, dass bei der Absorptionsspektro-
skopie der Endzustand unter dem Einfluss des Rumpfloches energetisch abgesenkt
sein kann, während umgekehrt bei Photoemission nicht zwingend ist, dass der End-
zustand durch Besetzung des im Grundzustand unbesetzten π*-Orbitals optimal
abgeschirmt wird. Damit misst man möglicherweise bei Absorption eine effektiv zu
kleine Anregungsenergie, so dass die Voraussagen der Theorie mit dem Experiment
durchaus kompatibel sind.
In der Tabelle 5.3 sind die Protein relevanten NEXAFS-π*-Signale kurz zusammen-
gefaßt. Dabei sei darauf hingewiesen, dass die Übergänge in das π*N−C=O-Orbital
sensitiv auf Veränderungen der Peptidbindung reagieren. Dieser Sachverhalt wird
im 6. und 8. Kapitel dieser Arbeit eine sehr große Rolle spielen.
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Übergang Energie
C 1s → π*N−C=O ∼288.1 eV
N 1s → π*N−C=O ∼401.2 eV
O 1s → π*N−C=O ∼531.8 eV
Tabelle 5.3: Zusammenstellung der Protein relevanten NEXAFS-Übergänge.
5.4 Lateral aufgelöste NEXAFS-Spektroskopie -
PEEM Studien
In diesem Kapitel wird die unbesetzte elektronische Struktur des bakteriellen Ober-
flächenproteins mit einem im NEXAFS-Modus arbeitenden Photoelektronenmikro-
skop studiert. Wie wir sehen werden, weisen die lateral aufgelösten Messungen an
den C 1s-, N 1s- und O 1s-Absorptionskanten von frisch präparierten Proben cha-
rakteristische Differenzen zu den bereits vorgestellten lateral integrierten Daten des
vorangegangenen Kapitels auf.
Dabei beobachtete Veränderungen der den S-Layer charakterisierenden C–C-, C–N-
und C–O-Bindungen (in Analogie zu der Tabelle 5.3), die auf Schädigung durch die
dabei verwendete Synchrotronstrahlung zurückzuführen sind, werden im 6. Kapitel
diskutiert.
Alle bisherigen spektroskopischen Messungen des S-Layers wurden in einer Versuchs-
anordnung durchgeführt, bei der das Signal als Mittelung über die mit Photonen
bestrahlte Probenoberfläche betrachtet werden muss. Die typische Größenordnung
der exponierten Fläche entspricht dabei 80 x 100 µm2. Auf der anderen Seite ist
das adsorbierte S-Layer aus individuellen Strukturen mit einer typischen Größe un-
Abbildung 5.10: Abbildung der approximierten Helligkeitsverteilung des Spots
der Photonenquelle auf der Probe.
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terhalb von 1 µm aufgebaut, welche das Silizium Substrat auch nur zu 80-90% [24]
abdecken. Mit Hilfe der durchgeführten PEEM-Messungen ist es nun möglich den
Beitrag des Silizium-Wafers zu den Spektren zu minimieren und darauf basierend
eine entsprechende Korrektur der erhaltenen Spektren durchzuführen.
Die gemessenen NEXAFS-Spektren wurden auf den einfallenden Strom der Photo-
nen normiert, wobei eine Referenzprobe aus Gold benutzt wurde, die mit Hilfe einer
Röntgen-Photodiode (IRD, Modell AXUV-100) kalibriert wurde.
Um das Licht höherer Ordnungen zu eliminieren wurde ein Filter aus Titan für die
C 1s- und N 1s-Messungen verwendet. Bei den O 1s-Messungen hingegen wurde die-
ser Ti-Filter entfernt. Um die Intensität der auf die Probe auftreffenden Photonen
zu minimieren, wurde eine vor dem Monochromator befindliche Apertur verwendet,
die den vertikalen Strom an Röntgenstrahlung verringert. Die Dichte des Photonen-
Flusses, der bei den verschiedenen Photonenenergien die Probe trifft, konnte mit
Hilfe der Photodiode wie folgt abgeschätzt werden: ∼1013 Photonen
s·cm2
für die C 1s-
und N 1s-Messungen und ∼1014 Photonen
s·cm2
für die O 1s-Messungen. Aufgrund der
Strahlenschäden erwiesen sich diese Werte als guter Kompromiss zwischen Mess-
Statistik und dem Grad der Schädigung der Probe. Um die bestrahlte Probenfläche
zu minimieren wurde ein außerordentlich schmaler Aperturspalt von 100 µm ver-
wendet. Mit diesen Einstellungen wurde eine Spotgröße des Strahls auf der Probe
wie in der Abbildung 5.10 dargestellt von zu ungefähr 35 x 100 µm2 erreicht. Gezeigt
ist die Intensitätsverteilung in horizontaler und vertikaler Richtung innerhalb eines
Abbildung 5.11: PEEM-Mikrofotografie aufgenommen bei einer Photonen-
energie von 284 eV . Zwei verschiedene Bereiche der Probe, die durch die ge-
strichelten Linien eingefaßt sind, wurden separat analysiert. Oben: Die obere
Abbildung zeigt ein Gebiet in dem sowohl der S-Layer als auch das Substrat
ausgewählt wurde. Unten: Die kleine Abbildung im unteren Teil des Bildes
markiert eine dem S-Layer zugehörige Struktur.
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PEEM-Mikrospektrums. Weiterhin kann man dieser Abbildung entnehmen, dass das
Zentrum der betrachteten Probenoberfläche eine höhere Intensität aufweist als die
Peripherie. Das ist ein sehr wichtiger Sachverhalt, der quantitativ bei der Bestim-
mung der wirksamen Strahlendosis auf das Protein in Kapitel 6 berücksichtigt wird.
Vor Aufnahme der NEXAFS-Mikrospektren wurde die Position der Probe sehr
sorgfältig justiert. Die Qualität der Probe wurde mit Hilfe einer 35 x 35 µm2 großen
PEEM-Aufnahme überprüft, die bei sehr kurzer Belichtung aufgenommen wurde
(Belichtung ∼5 s). Die dabei verwendeten Photonenenergien wurden in der Nähe
der C 1s Anregungsschwelle gewählt. Ein ausgewähltes PEEM-Bild, was mit einer
Photonenenergie von 284 eV aufgenommen wurde, ist in Abbildung 5.11 gezeigt.
Die dunkler gefärbten Strukturen, die weniger intensiv sind, repräsentieren das Si-
gnal des Proteins, die helleren dagegen das Siliziumsubstrat. Der Grund dafür ist
der höhere Photoabsorptions-Wirkungsquerschnitt von Silizium gegenüber Kohlen-
stoff (Abbildung 5.12) [35], der wesentlicher Bestandteil des Proteins ist. Bei der
betrachteten Photonenenergie von ∼284 eV emittiert Silizium in der Folge mehr
Sekundärelektronen und erscheint daher heller.
Abbildung 5.12: Vergleich der totalen atomaren Wirkungsquerschnitte der
Photoabsorption für Silizium und Kohlenstoff, um die Intensitätsunterschiede
innerhalb einer PEEM-Mikrofotografie zu verdeutlichen [35].
In der Abbildung 5.13 werden zwei hochaufgelöste PEEM-Mikrofotografien mit-
einander verglichen, eine deutlich unterhalb der C 1s-Resonanz aufgenommen mit
einer Photonenenergie von ∼282 eV und eine aufgenommen bei 287 eV in der
Nähe der Kohlenstoff-Resonanz. Die schwarz-weissen Bilder in der Mitte repräsen-
tieren die unbearbeiteten Originaldaten, die Farbendarstellungen dienen der Kon-
trastverstärkung zur optischen Trennung von Substrat-(blau, grün) und S-Layer-
Emissionen (rot). Interessant ist der Sachverhalt, dass die Originaldaten in der Nähe
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Abbildung 5.13: Vergleich zweier mit unterschiedlichen Photonenenergien
durchgeführten PEEM-Mikrofotografien der S-Layer Probe. Links: PEEM-
Aufnahme mit einer Photonenenergie von ∼282 eV . Rechts: PEEM-Aufnahme
innerhalb der Kohlenstoff Resonanz mit ∼287 eV Photonenenergie. Die untere
Abbildung repräsentiert das dazugehörige C 1s-NEXAFS-Spektrum, mit den
entsprechenden Positionen für A und B.
der Resonanz fast keinen Kontrast mehr erkennen lassen. Die Wirkungsquerschnitte
von Kohlenstoff und Silizium sind bei dieser Photonenenergie fast identisch mitein-
ander. Andererseits entsteht in der Nähe der Resonanz der Eindruck, die Proteine
auf der Probe plastisch abbilden zu können. Dieser 3D-Effekt entsteht durch den
30◦ Einfall der Röntgenphotonen auf die Probe. Da das Protein nicht flach auf dem
Substrat liegt erhöht sich dadurch die Anzahl der das Protein verlassenden Elektro-
nen auf der dem Licht zugewandten Seite. Diese Aufnahmen lassen auf eine relative
gute Homogenität der deponierten Proteine schließen. Offensichtlich beträgt die Be-
deckung mit Protein bei dieser Abbildung weniger als 80 %, was für weite Bereiche
der Probe zutreffend ist. Im Gegensatz dazu gibt es aber auch Regionen, die eine
deutlich höhere Bedeckung aufweisen (nicht abgebildet).
Legt man, wie in Abbildung 5.11 gezeigt über einen ausgewählten Bereich der Mikro-
fotografie eine Messmaske, dann können die das Protein charakterisierenden Spek-
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tren der einzelnen Pixel aufintegriert werden. Die vorgenommene Reduzierung der
Strahlendosis, die auf die Probe einwirkt, hat eine Verschlechterung der Statistik der
NEXAFS-Spektren in einem Pixel zur Folge. Deshalb ist es notwendig, möglichst
viele von mit Protein bedeckten Punkten auf der Probenoberfläche aufzuintegrieren.
5.4.1 C 1s-, O 1s- und N 1s-NEXAFS-Messungen
Ein lateral aufgelöstes C 1s-NEXAFS-Spektrum für das betrachtete Protein ist in
der Abbildung 5.14 (unten) dargestellt, verglichen mit den zuvor diskutierten lateral
integrierten Daten (Abbildung 5.14 oben). Die Form der beiden Spektren, welche
die partielle Dichte der unbesetzten elektronischen C 2p-Zustände charakterisiert,
ist naturgemäß ähnlich. Sie zeigen die beiden relativ scharfen Strukturen zwischen
283 und 289 eV , die Übergängen in π*-Orbitale zugeordnet werden können, so-
wie die breite Struktur oberhalb von 290 eV , die Übergängen in σ*-Orbitale wi-
Abbildung 5.14: Lateral aufgelöste (ALS, mitte und unten) und integrierte
(BESSY, oben) C 1s-NEXAFS-Daten. Die blaue Markierung auf der niede-
renergetischen Seite der 285 eV Struktur wird im Text erläutert. Die Spektren
wurden jeweils zu der Intensität der größten π*-Resonanz normiert, und für
einen besseren Vergleich vertikal verschoben.
derspiegelt. In Analogie zu den vorangegangenen Messungen sind die Orbitale mit
C=O-Charakter bei 288.1 eV und die mit C=C-Charakter bei 285.0 eV lokalisiert.
Bemerkenswert ist die Reduktion der Schulter auf der niedrig-energetischen Seite
der 285.0 eV Struktur (blaue Markierung in der Abbildung 5.14). Als Ursache für
diese Schulter war amorpher Kohlenstoff [84] oder ein Karbid angenommen worden,
die beide während der Plasmabehandlung des Siliziumsubstrates durch Cracken von
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Abbildung 5.15: (oben) Lateral aufgelöste (ALS, unteres Spektrum) und inte-
grierte (BESSY, oberes Spektrum) O 1s-NEXAFS-Daten. (unten) Lateral auf-
gelöste (ALS, unteres Spektrum) und integrierte (BESSY, oberes Spektrum)
N 1s-NEXAFS-Daten. Die blaue Markierung auf der niedrig energetischen
Seite des Spektrums wird im Text erläutert. Die Spektren wurden wie in der
Abbildung 5.14 normiert und für eine bessere Darstellung vertikal verschoben.
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Kohlenstoff beinhaltenden Gasen entstanden sein könnten (siehe Kapitel Proben-
präparation). Diese Annahme wird durch die PEEM-Messungen bestätigt, da die
niederenergetische Schulter der 285 eV -Struktur bei dem C 1s-Mikrospektrum des
reinen S-Layers fast nicht zu sehen ist (Abbildung 5.14 unten) [85]. Bei den lateral
intergrierten Experiment ist die relative Intensität der gesamten 285.0 eV Struk-
tur größer, was aber keinesfalls verwundert das Signal des Proteins von Beiträgen
des amorphen Kohlenstoffs oder der angesprochenen Karbid-artigen Komponenten
überlagert wird [85]. Es ist interessant anzumerken, dass auch die Schulter der 288
eV Komponente im mittleren Spektrum von Abb. 5.14 gegenüber dem lateral auf-
gelösten Spektrum überhöht ist. Wie in Abschnitt 5.3.1 besprochen, sind Anregung-
en in C-H-Orbitale bei dieser Photonenenergie zu erwarten und es liegt somit Nahe,
diese Überhöhung Verunreinigungen des Si-Substrat, durch Kohlenwasserstoffe zu-
zuschreiben.
In Abbildung 5.15 (oben) wird ein lateral aufgelöstes O 1s-NEXAFS-Spektrum mit
einem lateral integrierten verglichen. Beide Spektren zeigen eine zueinander fast
identische Form mit nur einem Peak bei 531.8 eV innerhalb der Region der π*-
Resonanzen und einer breiten Struktur im Bereich der σ*-Resonanzen um 538 eV .
Die Ähnlichkeit der beiden Spektren ist eine durchaus angenehme Überraschung, da
sie zeigt, dass Siliziumoxidsignale von der Substratoberfläche das Spektrum offen-
sichtlich nicht wesentlich beeinflussen.
Im Gegensatz dazu weist das lateral aufgelöste N 1s-NEXAFS-Mikrospektrum in
Abbildung 5.15 (unten) in der Region niedriger Photonenenergie leichte Differen-
zen zu den lateral-integrierten Daten auf, die unterhalb der π*-Resonanz sichtbar
sind (blaue Markierung in der Abbildung 5.15). Das lateral aufgelöste Spektrum
des S-Layers weist hier ein höheres Signal auf als lateral integrierte. Dieser Effekt
kann einer Schädigung der Probe durch die relativ hohe Strahlungsdosis, die in dem
ALS Experiment benutzt wurde, zugeschrieben werden, da die verwendete Pho-
tonenflussdichte am ALS in Berkeley ungefähr zehnmal so groß war, wie am Di-
polstrahlrohr bei BESSY [85]. Eine weiterführende Diskussion der Ursachen dieser
Komponenten bei niedrigen Photonenenergien wird im 6. Kapitel im Zusammenhang
mit Strahlenschäden an Biomolekülen gegeben.
5.5 Resonante Photoemission
In diesem Kapitel wird die Methode der resonanten Photoemission in Kombination
mit den gewonnenen NEXAFS-Daten dazu verwendet, um eine detailliertere Cha-
rakterisierung der elektronischen Struktur des Valenzbandes des bakteriellen Ober-
flächenproteins zu erhalten. Als Ergebnis der Kombination beider Methoden können
die Emissionen von Valenzelektronen den spezifischen chemischen Seitenketten des
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Oberflächenproteins zugeordnet werden. In der weiteren Folge wird gezeigt, dass
es mit Hilfe der resonanten PE auch möglich ist, die Art des Ladungstransports
in diesem Proteinsystem in Übereinstimmung mit einem sogenannten
”
Hopping“-
Mechanismus zu bestätigen (7. Kapitel).
5.5.1 Einfluss der Seitenketten auf elektronische Struktur
Bei der Analyse des Valenzbandes des S-Layers im Kapitel 5.2 wurde gezeigt, dass
die Photoemissionsspektren eine Reihe von Strukturen erkennen lassen, die durch
Vergleich mit berechneten Zustandsdichten den verschiedenen molekularen Orbita-
len zugeordnet werden können.
Es wäre interessant, wenn die Beiträge der individuellen Seitenketten des S-Layers
zu diesem Spektrum auch experimentell näher charakterisiert werden könnten. Eine
Zuordnung bestimmter besetzter molekularer Orbitale zu den Strukturen im Va-
lenzbandspektrum ist aber mit den bisher verwendeten Methoden nicht möglich, da
die Photoionisations-Wirkungsquerschnitte der beteiligten Valenzelektronen, die an
den C, N und O Atomen lokalisiert sind, einander sehr ähnlich sind [86].
Im Folgenden wird gezeigt, dass es mit Hilfe der resonanten Photoemission möglich
ist, einen tieferen Einblick in die elementspezifische Struktur des Valenzbandes zu be-
kommen, wobei das wichtigste Ergebnis sein wird, dass die Elektronen der π-Orbitale
der aromatischen Systeme des S-Layers den größten Beitrag zu dem höchsten be-
setzten molekularem Orbital (HOMO) tragen [25].
Bei resonanter Photoemission im Bereich der Kohlenstoff-1s-Absorptionsschwelle
erwarten wir eine Erhöhung des Wirkungsquerschnitts für elektronische Zustände,
bei denen direkte Photoemission zum gleichen Endzustand führt wie Anregung
eines C 1s-Elektrons in ein unbesetztes π*- oder σ*-Orbital und anschließender
Auger-Zerfall dieses Zwischenzustands. Wegen des 1/r-Charakters des Augerma-
trixelements können dabei nur solche elektronischen Zustände betroffen sein, die
sich in unmittelbarer räumlicher Nähe zum Rumpfloch und zu den angeregten π*-
und σ*-Orbitalen befinden, also am gleichen Atom lokalisiert sind. Aus den in den
vorigen Kapiteln besprochenen NEXAFS-Spektren wissen wir, das speziell die An-
regungen in π*-Orbitale der C=C- und C=O-Gruppen sich in ihrer Photonenener-
gie unterscheiden. Folglich sollte man bei den betreffenden Photonenenergien ei-
ne Verstärkung genau solcher Valenzbandemissionen erwarten, die von besetzten
Zuständen derselben molekularen Gruppen herrühren. In Abbildung 5.16 ist das
C 1s-NEXAFS-Spektrum des S-Layers, welche die partielle Dichte der unbesetzten
C 2p-Zustände widerspiegelt, noch einmal dargestellt, wobei mit Zahlen zusätzlich
diejenigen ausgewählten Photonenenergien markiert sind, für die anschließend ein
Valenzbandspektrum aufgenommen wurde.
Aus Gründen der Wichtigkeit sei nochmals darauf hingewiesen, dass der erste π*-
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Abbildung 5.16: C 1s-NEXAFS-Spektrum des S-Layers. Die roten Markie-
rungen und Zahlen repräsentieren die Photonenenergien, bei denen resonante
PE-Spektren aufgenommen wurden (Abbildung 5.17).
Peak bei einer Photonenenergie von 285 eV , hauptsächlich Übergängen in unbesetzte
Orbitale der C=C-Doppelbindungen zugeordnet werden kann, die Bestandteile der
aromatische Ringe der individuellen Aminosäuren sind. Der intensivere Peak bei ei-
ner Photonenenergie von 288 eV entspricht Übergängen der Form 1s→π* innerhalb
der C=O-Gruppe der Peptidbindung.
Resonante Photoemissionsspektren, die bei 22 äquidistanten Photonenenergien zwi-
schen 282 und 294 eV aufgenommen wurden, sind in Abbildung 5.17 gezeigt. Die
roten Zahlen innerhalb dieser Abbildung markieren die in Abbildung 5.16 ausgewähl-
ten Photonenenergien. Zum Vergleich ist das schon diskutierte VB-Spektrum des
S-Layers, welches mit einer Photonenenergie von hν=40.8 eV aufgenommen wurde,
in Abbildung 5.17 ganz unten eingezeichnet.
Das mit 1 bezeichnete Spektrum besitzt kaum Intensität. Grund für dieses Verhal-
ten ist dass bei einer Photonenenergie von 282 eV sowohl der Valenzband-Photo-
ionisationswirkungsquerschnitt als auch der Wirkungsquerschnitt für die Röntgen-
absorption sehr klein sind. Bei einer Erhöhung der Photonenenergie auf 285 eV ,
bei der die den C=C-Gruppen entsprechende π*-Resonanz angeregt wird, kann ei-
ne starke Überhöhung der mit HOMO bezeichneten Struktur bei ∼4.5 eV Bin-
dungsenergie beobachtet werden. Eine ähnlich starke Zunahme der Intensität des
HOMO-Peaks kann bei keiner weiteren Photonenenergie in den resonanten Photo-
emissionsspektren der Abbildung 5.17 gefunden werden. So bald die Photonenenergie
die C=O-zugehörige Resonanz bei ungefähr ∼288.1 eV erreicht (Punkt 15), kann
eine leichte Intensitätserhöhung des HOMO, gleichzeitig aber eine starke Zunahme
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Abbildung 5.17: Abbildung einer Reihe von resonanten PE-Spektren des S-
Layers. Dabei wurde die Photonenenergie, wie auf der rechten Seite durch die
roten Zahlen markiert, von 282 eV bis 294 eV durchgefahren.
der PE-Intensität der breiten Struktur A bei ungefähr 8 eV Bindungsenergie be-
obachtet werden, zu der besonders besetzte Orbitale der C=O-Gruppe beitragen.
Bei Anregungsenergien bzw. Photonenenergien, die größer als 289 eV sind, ver-
schwindet das resonante Verhalten, da hier Anregungen in die weniger lokalisierten
Zwischenzustände mit σ*-Charakter erfolgen.
Die Ergebnisse der resonanten PE lassen sich wie folgt zusammenfassen:
Der HOMO Peak in der Abbildung 5.17 zeigt resonantes Verhalten bei Photonen-
energien, die mit dem 1s→π*-Übergang von Elektronen in unbesetzte C=C-Orbitale
zusammenhängen. Damit ist gezeigt, dass das HOMO überwiegend von elektroni-
schen Zuständen gebildet wird, welche in den aromatischen Systemen der Seiten-
ketten der Aminosäuren angeordnet sind. Besetzte Zustände aus den Peptidketten
des Oberflächenproteins tragen dagegen überwiegend zur Struktur A bei ca. 8 eV
Bindungsenergie bei, wie durch das resonante Verhalten im Bereich der zweiten
Anregung der C=O-Gruppe entsprechenden π*-Resonanz bewiesen werden konnte.
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6. Strahlenschäden an
Biomolekülen
Um die elektronische Struktur von Proteinen und Biomolekülen unter der An-
wendung von spektroskopischen Methoden wie PE oder NEXAFS untersuchen zu
können, ist es notwendig, die Proben mit Photonen im Röntgenbereich zu bestrahlen.
Als Folge dieser Bestrahlung werden Atome und Moleküle ionisiert oder elektronisch
angeregt und unterscheiden sich daher von ihrem Ausgangszustand. Während einige
in den Grundzustand ralaxieren, führen andere zur Spaltung oder Strukturänderung
des Moleküls und damit zu einer irreversiblen Schädigung. Vor allem bei der Unter-
suchung organischer Systeme ist die Berücksichtigung solcher Schäden von großer
Bedeutung und das Verständnis der Mechanismen ist von entscheidender Wichtig-
keit für Anwendungen im Strahlenschutz und in der Strahlentherapie [87].
Typische Energien für chemische Bindungen liegen im Bereich einiger eV . So lässt
sich die Bindungsenergie einer H-C-Bindung beispielsweise mit 3.50 eV
Bindung
ange-
geben. Daher ist die Auswirkung hoch-energetischer Strahlung auf biologische Mo-
leküle wie beispielsweise Proteine und Nukleinsäuren in den meisten Fällen drama-
tisch. Strahlenschäden äußern sich durch die Veränderung einzelner Molekülgruppen,
dem Auftreten von Aggregation, Quervernetzung, Dissoziation und Fragmentierung.
Auch konnte eine partielle Entfaltung von Molekülen durch Strahlenschäden beob-
achtet werden [88]. In vorangegangenen Arbeiten konnte bereits die strahlungsindu-
zierte Zersetzung für einige individuelle Aminosäuren, die Bestandteile des S-Layers
sind, beobachtet und qualitativ untersucht werden.
Messtechnisch bedingte Strahlenschäden, die z.B. bei der Erfassung spektroskopi-
scher oder mikroskopischer Daten entstehen, stellen einen nicht zu vernachlässig-
baren limitierenden Faktor bei den Untersuchungen dar. Speziell für Studien mit
einer hohen räumlichen Auflösung stößt man dadurch schnell an die Grenzen des
Möglichen. Zum Beispiel sind Dosen von ungefähr 106 Gy ( J
Kg
) normalerweise not-
wendig, um bei einer Auflösung von ca. 50 nm, mit einem PEEM und Röntgen-
strahlung zufriedenstellende Bildkontraste zu erzielen [27,28]. Aber genau diese Do-
sen führen schon zu beträchtlichen Veränderung in lebenden Zellen einiger biologi-
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scher Spezies und verursachen z.B. einen bemerkenswerten Masseverlust oder eine
Schrumpfung [29]. Dies verdeutlicht, dass bei der Untersuchung von biologischen
Molekülen die Bildauflößung nicht primär limitiert ist durch die Auflösung des Mi-
kroskops, sondern durch die Schäden in Folge der eingetragenen Strahlung.
Die verwendete Einheit Gray (Gy) bezeichnet die Energiedosis die von einem be-
strahlten Objekt über einen gewissen Zeitraum pro Kilogramm absorbiert wird: Die
Größe der Energiedosis hängt dabei von der Energie und Intensität der Strahlung
sowie der Fähigkeit der Probe, Strahlung zu absorbieren ab.
Als Ausgangspunkt für die Abschätzung der Wirkung von Strahlung auf Materie,
kann die Umwandlung der Strahlungsenergie in andere Energieformen angenom-
men werden. Diese Umwandlung ist dabei von Wichtigkeit, da nur der absorbierte
Anteil der Strahlung eine Wirkung in biologischen Proben erzeugen kann (Grotthus-
Draper-Gesetz), während der Teil der Strahlung, der ohne Wechselwirkung durch
einen Körper hindurchgeht, weitgehend bedeutungslos ist. Die Energiedeposition in-
nerhalb einer Zelle (Molekül) erfolgt durch elektronische Anregung auf der wirklich
sehr kleinen Zeitskala von ungefähr ∼10−18 s [89], die Reaktion des Systems wie
Zerfall oder Umstrukturierung der Moleküle aber auf der Zeitskala von ps (Mo-
lekülschwingungen). Als Folge der optischen Anregung entstehen Photoelektronen,
Augerelektronen und durch Streuung erzeugte Sekundärelektronen, deren Energie
infolge der kurzen mittleren freien Weglänge im nm-Bereich zum Großteil vom Sy-
stem aufgenommen wird und die damit wesentlich für die Schädigung verantwortlich
sind [90,91]. Im folgenden Teil der Arbeit werden die messtechnisch bedingten expe-
rimentellen Strahlenschäden, die durch die Einstrahlung von Röntgenstrahlung auf
das Oberflächenprotein entstehen, untersucht und quantifiziert.
6.1 Einfluss von Röntgenstrahlung auf das Ober-
flächenprotein
Das hier untersuchte Protein ist ein Gebilde, welches leicht durch intensive Strah-
lung oder Temperatureinflüsse zerstört werden kann. Erste eigene Versuche, die den
Einfluss intensiver Röntgenstrahlung auf diese Probe dokumentieren sollten, wurden
bei BESSY durchgeführt.
Zu diesem Zweck wurde der im UHV befindliche S-Layer einem Strahl aus nicht-
monochromatischen Licht ausgesetzt, das in nullter Beugungsordnung vom Mono-
chromator abgegeben wird. Im Anschluss daran wurde das rot in der Abbildung 6.1
dargestellte C-1s-NEXAFS Spektrum aufgenommen und mit dem Spektrum einer
frisch präparierten, nicht exponierten Probe verglichen (schwarz). Auf den ersten
Blick erkennt man sofort, dass die Komponente des Spektrum bei ∼288 eV , welche
die Peptidbindung des Proteins charakterisiert, vollständig fehlt. Ein Fehlen dieser
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Abbildung 6.1: Degeneration des S-Layers unter dem Einfluss sehr intensiven
Synchrotronlichtes (unten), im Vergleich mit dem C 1s-NEXAFS-Spektrum
einer frisch präparierten Probe (oben). Der blau markierte Bereiche bei ca.
285 eV und 288 eV repräsentiert das Verhalten der C=C- und der C=O-
Komponente. Die C=O-Komponente kennzeichnet die Qualität der Peptid-
bindung in der Probe. Diese Messungen erfolgten am Berliner Elektronen-
speichering.
Struktur bedeutet also unmittelbar eine Zerstörung des Gefüges des S-Layers. In die-
sem Falle sind die einzelnen Aminosäurereste, wenn sie noch existieren, nicht mehr
miteinander verbunden. Allerdings sind auch der für die C=C-Bindung charakteri-
stische Peak bei 285 eV und die Übergänge in die σ*-Bindungen stark unterdrückt,
so dass auch von einer weitgehenden Zerstörung der Aminosäuren ausgegangen wer-
den kann. Was bleibt ist vor allem die bereits als Schulter bekannte Struktur dicht
unterhalb 285 eV , die amorphen Kohlenstoff zugeschrieben werden kann.
Dieses Sachverhalt ist nicht zufriedenstellend, da es nicht erlaubt die Schädigung
des Proteins in Abhängigkeit der verwendeten Intensität der Strahlung zu quanti-
fizieren. Um diese Frage zu untersuchen wurden Experimente am ALS in Berkeley
durchgeführt [85]. Im Rahmen einer quantitativen Auswertung der mit dem PEEM
lateral aufgelösten NEXAFS-Experimente wurden die Intensitäten aller relevanten
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Absorptionspeaks bestimmt, die der Anregung der Elektronen des Rumpfniveaus
in unbesetzte molekulare C–C-, C–N- und C–O-Orbitale entsprechen (Tabelle 6.1).
Zu diesem Zweck wurden die Spektren mit der Methode der kleinsten Fehlerqua-
drate durch Überlagerung von Gauss-artigen Subspektren und einem stufenartigen
integralen Untergrund gefittet [76]. Die Flächeninhalte der Subspektren (spektra-
le Intensität) wurde dazu verwendet, um Veränderungen der C–C-, C–N- und C–
O-Bindungsdichten (BD) des S-Layers als Funktion der Röntgen-Bestrahlung zu
registrieren. In den Referenzen [92] und [93] wurden Strahlungsdosen der Ober-
Übergang Energie
C 1s → π*C=C ∼285.0 eV
C 1s → π*C=O ∼288.1 eV
N 1s → π*C=N ∼401.2 eV
O 1s → π*C=O ∼531.8 eV
Tabelle 6.1: Charakteristische Übergänge innerhalb des Proteins, die für die
Bestimmung des Verhalten gegenüber dem Einfluss von Röntgenstrahlung ver-
wendet wurden.
flächenregion von Proben bestimmt. Da die Bestimmung der Dosis dabei nur auf
die Oberfläche der Probe beschränkt ist, spricht man oft auch von der Hautdosis
(D). Diese Unterscheidung entfällt, Angabe ist sinnvoll, wenn man es bei der Un-
tersuchung mit Materialien zu tun hat, deren Dicke viel kleiner als die Eindringtiefe
des Lichts ist. Im allgemeinen Fall ist die Hautdosis aber im Gegensatz zu der Do-
sis in den tiefer liegenden Schichten des Materials viel höher, da die Intensität des
Strahls in den tiefer liegenden Schichten auf Grund des darüberliegenden Materials
gedämpft wird. Unter Vernachlässigung möglicher Wechselwirkungen zwischen den
individuellen Kohlenstoff, Stickstoff und Sauerstoffatomen des S-Layers kann die
zu bestimmende Dosis gemäß der oben genannten Referenzen wie folgt berechnet
werden:
D(Gy) = µ(
m2
Kg
) ·NF (
Photonen
s ·m2 ) · E(J) · t(s) (6.1)
Dabei ist µ der massenabhängige Absorptionskoeffizient, NF ist die Flussdichte der
Photonen, die von der Probe absorbiert werden, E ist die Energie der Photonen und
t ist die Dauer der Strahlungsexposition. Der massenabhängige Absorptionskoefizi-
ent des S-Layers wurde bezugnehmend auf die Massenanteile der konstituierenden
Atome der Proteinstruktur [23] (C, O, N, S, H) gemäß der folgenden Gleichung
bestimmt:
µ =
NA
M
·
∑
(niσi) (6.2)
70 6. Strahlenschäden an Biomolekülen
Dabei kennzeichnet NA die Avogadro Zahl, M das Molekulargewicht des Proteins,
ni kennzeichnet die Anzahl der Atome der Sorte i pro Proteinmonomer und σi
repräsentiert den atomaren Wirkungsquerschnitt im Hinblick auf die Atome der
Sorte i.
Der atomare Wirkungsquerschnitt berechnet sich dabei:
σi = 2reλfi (6.3)
In diesem Falle gibt re = 2.812×10−15 m den klassischen Elektronenradius und λ
die Wellenlänge des verwendeten Synchrotronlichts an [86]. Die Werte für den ima-
ginären Teil des komplexen atomaren Streufaktors fi wurden den tabellierten Daten
aus Referenz [94] entnommen.
Die durch die Röntgenstrahlen verursachten Schäden wurden an allen drei genann-
ten Absorptionskanten des S-Layers untersucht. Dabei wurde die Probe wiederholt
bestrahlt und das dazugehörige NEXAFS-Spektrum gemessen. Um die Schädigun-
gen des Proteins beschreiben zu können, wurden nur Signale von solchen Bereichen
der Probenoberfläche ausgewertet, die mehr- oder weniger vollständig mit dem S-
Layer bedeckt waren. Dazu wurde, wie in der Abbildung 5.11 dargestellt, eine ei-
C 1s N 1s O 1s
3 MGy 13 MGy 17 MGy
188 s 232 s 79 s
Tabelle 6.2: Typische Strahlungsdosen, die während der Durchführung einer
einzelnen NEXAFS-Messung an den jeweiligen Absorptionskanten bestimmt
wurden (oben). Die dazugehörigen Scanzeiten sind unten abgebildet.
gens ausgewählte Messmaske auf die gewonnenen PEEM-Aufnahmen aufgelegt und
ausgewertet. Eine Abschätzung der Strahlungsdosen für eine einzelne C 1s-, N 1s
und O 1s-NEXAFS-Messung ist in der Tabelle 6.2 angegeben. Abbildung 6.2 zeigt
die strahlungsinduzierte Veränderung der C 1s-Absorptionskante in Abhängigkeit
der Anzahl der Scans und damit Dauer der Bestrahlung. Während die σ*-Beiträge
oberhalb einer Photonenenergie von 290 eV offenbar von der Strahlungsbelastung
nicht beeinträchtigt werden, beobachtet man eine deutliche Abnahme der Inten-
sität des π*-Peaks der Carbonylgruppe der Peptidbindung bei einer Photonenener-
gie von 288.1 eV . Dieses Verhalten zeigt, dass hauptsächlich die Peptidkette von
der Einwirkung der Strahlung beeinflusst wird. Jedoch ist eine quantitative Analyse
der Intensität des 288.1 eV Signals schwierig, da wie bereits diskutiert, neben der
Carbonylgruppe der Peptidbindung auch Übergänge in σ*C−H- und 1s → π*C=N -
Orbitale zu dieser Struktur beitragen.
Während die Bestrahlung in einer Abnahme des Signals der Peptidbindung bei 288.1
eV resultiert, führt sie zu einer Zunahme der Intensität in der spektralen Region
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Abbildung 6.2: a) Die Veränderung des C 1s-Absorptionssignals des S-Layers
unter der Einwirkung von Röntgenstrahlung ist für die Messung 1, 5 und 10
dargestellt. Die blau markierten Bereiche im Zusammenhang mit der Rich-
tung der Pfeile verdeutlichen die Entwicklung. b) 3D-Darstellung des strah-
lungsinduzierten Verhaltens des C 1s-Absorptionssignals des S-Layers für die
Messung 1 (hinten) - 10 (vorn). Alle Spektren wurden auf den zugehörigen
Photonenfluss normiert.
der 285 eV Struktur. Diese Entwicklung ist zumindest für die in diesem Experiment
verwendeten Strahlungsdosen zu beobachten. Dieses Verhalten lässt sich dahinge-
hend interpretieren, dass einige Peptideinheiten so schwer geschädigt und zum Teil
vollständig desintegriert werden, dass die freigesetzten Kohlenstoffatome sich neu
strukturieren können. Dabei ist es möglich, dass die C-Atome C=C-Bindungen aus-
bilden. Allerdings können, wie im Zusammenhang mit Abbildung 6.1 bereits disku-
tiert, amorpher Kohlenstoff und carbidartige Verbindungen ebenfalls zu Beiträgen
bei dieser Photonenenergie führen.
Abbildung 6.3 zeigt die Intensitätsabnahme der O 1s→π*-Resonanz in Abhängig-
keit der Bestrahlungsdauer. Jedoch sind hier im Gegensatz zur C 1s-Kante, keine
neuen Strukturen in den Absorptionsdaten auf Grund der Strahlungseinwirkung zu
erkennen. Der beobachtete Abbau des O 1s-Signals legt nahe, dass die freigesetz-
ten Sauerstoffatome in Form verschiedener Gase (z.B. O2 oder COn) vom S-Layer
desorbieren. Dabei sollte ebenfalls beachtet werden, das auch frei gesetzte Wasser-
stoffatome in der Lage sein sollten, mit dem Sauerstoff Verbindungen einzugehen
(H2O). Diese Annahmen sind in Übereinstimmung mit einem Masseverlust, wie er
für Proteine als Folge von Bestrahlung beobachtet wurde [29]. Weiterhin ist eine
Verbreiterung der Struktur der π*-Resonanz mit zunehmender Bestrahlung erkenn-
bar. Die gleichzeitige Verschiebung der Resonanz zu kleineren Energien könnte auf
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Abbildung 6.3: Veränderung des O 1s-Absorptionssignals des S-Layers unter
der Einwirkung von Strahlung. Das Verhalten des O 1s-Signals ist für die Mes-
sung 1, 5 und 10 dargestellt. Der blau markierte Bereich im Zusammenhang mit
der Richtung des Pfeils verdeutlicht die Entwicklung. Alle Spektren wurden
auf den zugehörigen Photonenfluss normiert.
partielle SiOx-Beiträge hinweisen, die auftreten, wenn eine massive Desorption des
darauf liegenden Protein-Materials erfolgt. An dieser Stelle sei anzumerken, das bei
der Auswertung einer Reihe von Experimenten dieser Art unterschiedlich stark aus-
geprägte energetische Verschiebungen der O1s-π*-Komponente festgestellt werden
konnten (0 − 0.3 eV ).
Im Weiteren wollen wir uns dem Verhalten des S-Layers im Bereich der N 1s-
Absorptionskante zuwenden. Das Ergebnis der Strahlungseinwirkung ist in Abbil-
dung 6.4 (a) dargestellt. Wiederum kann eine drastische Abnahme der Intensität der
π*-Resonanz beobachtet werden. Das spektrale Gewicht geht jedoch im Gegensatz
zum Fall der O1s-Resonanz nicht komplett verloren sondern wird zum großen Teil
auf den Bereich niedrigerer Photonenenergie zwischen 397 eV und 400 eV über-
tragen. Mit zunehmender Bestrahlung (höhere Dosis) entwickeln sich hier die in der
Abbildung 6.4 (a) mit A und B markierten Strukturen (blau eingefärbt). Es sei
anzumerken, das die Entwicklung dieser Strukturen schon in den lateral aufgelösten
und integrierten Daten in der Abbildung 5.15 beobachtet wurde. Das Erscheinen
dieser beiden Strukturen A und B deutet darauf hin, dass die Peptidbindung durch
die eingesetzte Strahlung zerstört wird, wobei die N-Atome aber im Gegensatz zu
den O-Atomen auf der Oberfläche der Probe verbleiben. Diese Atome wechselwir-
ken vermutlich mit den gleichzeitig freigesetzten C-Atomen der Peptidbindungen
oder den Resten anderer gecrackter-Kohlenstoffverbindungen, die sich auf der Ober-
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Abbildung 6.4: a) Die Veränderung des N 1s-Absorptionssignals des S-Layers
unter der Einwirkung von Röntgenstrahlung ist für die Messung 1, 5 und 10
dargestellt. Die blau markierten Bereiche im Zusammenhang mit der Rich-
tung der Pfeile verdeutlichen die Entwicklung. b) 3D-Darstellung des strah-
lungsinduzierten Verhaltens des N 1s-Absorptionssignals des S-Layers für die
Messung 1 (hinten) - 10 (vorn). Alle Spektren wurden auf den zugehörigen
Photonenfluss normiert.
fläche des Siliziumwafers befinden. Abbildung 6.4 (b) zeigt das Verhalten des N 1s-
Absorptionssignals des S-Layers in Form einer 3D-Darstellung. Dabei ist die Ent-
wicklung der Intensität, in Abhängigkeit der Bestrahlung für die Scans 1 bis 10
sehr gut zu sehen. In einer früheren Studie wurden mit Stickstoff substituierte Gra-
phitsysteme untersucht [95], welche sehr ähnliche, von der Polarisation des Lichtes
abhängige N 1s-NEXAFS-Spektren lieferten, die durch ein Duplett in der Region der
Strukturen A und B gekennzeichnet waren. Abbildung 6.5 zeigt ein entsprechendes
NEXAFS-Spektrum einer mit Stickstoff dotierten Graphitprobe, die für 3 min auf
840 ◦C erhitzt wurde. Die mit A und B markierten Strukturen wurden in Ref. [95]
hauptsächlich einer Mischung aus Pyridin-artigen- (Struktur A) oder Nitril-artigen-
Verbindungen (Struktur B) zugeschrieben. In der organischen Chemie ist für Nitrile
häufig der weitaus gebräuchlichere Name Cyanide mit der allgemeinen Strukturfor-
mel R-C≡N in Verwendung. Pyridine hingegen (heterocyclische Verbindung) kann
man sich vereinfacht als Benzen vorstellen, in dessen Ring eine der C–H-Gruppen
durch ein N-Atom ersetzt wurde. Zum besseren Verständnis sind die Grundstruktu-
ren dieser Moleküle in Abbildung 6.6 gezeigt. Auf Grund unserer Experimente liegt
die Vermutung nahe, dass sich auch in dem Falle der strahlungsinduzierten Schädi-
gung der S-Layer-Proteine entsprechende Verbindungen bilden. Diese sogenannten
Kohlenstoff-Nitrite haben im übrigen auf Grund ihrer interessanten chemischen und
elektronischen Eigenschaften (z.B. Katalysatoren) das Interesse der Wissenschaftler
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Abbildung 6.5: N 1s-NEXAFS-Spektrum einer für 3 min auf 840 ◦C erhitz-
ten Graphitstruktur, die mit Stickstoff substituiert wurde (CNx-Film). Diese
Abbildung wurde der Referenz [95] entnommen.
in den letzten Jahren stark auf sich gezogen [96].
Um den Verlust der Bindungsdichten sowohl der C–O- als auch der C–N-Bindungen
und das Wachsen der C–C-Bindungen quantifizieren zu können, wurden die C 1s-,
N 1s- und O 1s-NEXAFS-Mikrospektren, wie zu Beginn dieses Kapitels beschrie-
ben, mit der Methode der kleinsten Fehlerquadrate gefitted. Das Ergebnis eines
solchen Fits ist für ein ausgewähltes C 1s-NEXAFS-Spektrum in Abbildung 6.7
dargestellt. Die Intensitäten der erhaltenen Gauss-artigen-Sub-Spektren beschrei-
ben die Beiträge der verschiedenen Bindungen. Wie in den Abbildungen 6.8 und 6.9
dargestellt, können diese dann gegen die Strahlungsdosen aufgetragen werden. Um
Abbildung 6.6: Abbildung für die möglichen Konfigurationen zwischen Stick-
stoff und Kohlenstoff, die als Ergebnis der N 1s-NEXAFS-Studien der Abbil-
dung 6.5 den Strukturen A und B zugewiesen werden kann.
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Abbildung 6.7: Ergebnis der Fit Analyse für ein ausgewähltes C 1s-NEXAFS-
Mikrospektrum (erster Scan). Die verschiedenen Beiträge der Unterspektren
sind wie folgt markiert: π*C=C (blau); π*C=O (gelb); σ*C−H und π*C−N (grün);
andere σ* Bindungen (helle Linien).
die kritischen Dosen DC (Abfall der Intensität auf
1
e
) für die Veränderung der C–N-,
C–O- und C–C-Bindungsdichten der dargestellten Graphen zu bestimmen, wurde
eine exponentielle Abhängigkeit wie folgt angesetzt:
BD = BD∞ + 4BD · exp
−D
DC
(6.4)
In dieser Gleichung kennzeichnet 4BD die maximale Veränderung der Bindungs-
dichte und BD∞ die Bindungsdichte nach dem Einwirken einer unendlichen Strah-
lungsdosis. Dabei sind 4BD und BD∞ in beliebigen Einheiten angegeben. In Tabel-
le 6.3 sind alle erhaltenen Fit-Parameter zusammengefasst. Mit diesen Parametern
konnte im Rahmen des angesetzten Modells (Gleichung 6.4) eine ausgezeichnete Be-
Bindungstyp 4BD DC BD∞
C 1s C–O 0.8 23 0.2
C–C -1.0 22 2.0
N 1s C–N 1.0 34 0.0
O 1s C–O 0.8 86 0.2
Tabelle 6.3: Parameter die für die Simulation der experimentellen Daten gemäß
der Gleichung 6.4 erhalten wurden. Die Dosen sind in MGy angegeben.
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Abbildung 6.8: Die C–N- (links) und C–O- (rechts) Bindungsdichten als eine
Funktion der gewonnenen Hautdosis, die aus der Analyse der N 1s und O
1s-NEXAFS-Spektren erhalten wurden. Die Linie durch die Datenpunkte re-
präsentiert die Kurve, welche für den Fit der experimentellen Resultate unter
Verwendung der Gleichung 6.4 gefunden wurde. Bei einer Dosis von 0 MGy
sind quasi 100 % der betrachteten Bindung vorhanden.
schreibung der Daten erreicht werden (Abbildungen 6.8 und 6.9).
Betrachtet man die kritischen Dosen in Tabelle 6.3, so ist zunächst festzustellen,
dass die Werte mit der Photonenenergie monoton zunehmen: Während die anhand
der beiden π*-Resonanzen an der Kohlenstoffkante bei hν∼=283 eV bestimmten kri-
tischen Dosen praktisch den gleichen Wert haben, ist die kritische Dosis an der
Stickstoffkante bei hν∼400 eV bereits um die Hälfte höher und bei hν∼=530 eV an
der Sauerstoffkante fast viermal so hoch. Dabei ist allerdings zu berücksichtigen,
dass wir infolge der Messmethode nur die Schädigung im Resonanzfall, also bei An-
regung eines 1s-Elektrons in ein π*-Orbital, betrachten und also nicht wissen, wie
groß die Schädigung an Kohlenstoff oder Stickstoffplätzen ist, wenn wir mit der Pho-
tonenenergie der Sauerstoffresonanz anregen. Es könnte also durchaus sein, dass die
monotone Zunahme der kritischen Dosen mit der Photonenenergie eine allgemein
zunehmende Strahlungsresistenz des Proteins gegenüber zunehmender Photonen-
energie widerspiegelt und dieser Effekt nicht mit der Frage zusammenhängt, ob eine
bestimmte Bindung angeregt wird oder nicht. Man hätte in diesem Fall ein ähnliches
Verhalten wie bei der Photoionisation von Valenzzuständen vorliegen, wo bei hohen
Photonenenergien auch eine generelle Abnahme der Wirkungsquerschnitte mit der
Photonenenergie beobachtet wird.
Geht man auf der anderen Seite von der Annahme aus, dass die Anregung der π*-
Resonanz entscheidend für den Strahlenschaden ist, gilt es, die Frage zu klären,
warum für das Aufbrechen der C=O-Bindung bei Anregung am Kohlenstoff eine
viel geringere Strahlungsdosis als bei Anregung am Sauerstoff notwendig ist, obwohl
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Abbildung 6.9: Die C–O- (links) und C–C- (rechts) Bindungsdichten als ei-
ne Funktion der gewonnenen Hautdosis (D), die aus der Analyse des C 1s-
NEXAFS-Spektrums erhalten wurden. Die Linie durch die Datenpunkte re-
präsentiert die Kurve, welche für den Fit der experimentellen Resultate unter
Verwendung der Gleichung 6.4 gefunden wurde. Bei einer Dosis von 0 MGy
sind quasi 100 % der betrachteten Bindungen vorhanden.
in beiden Fällen scheinbar ein und dasselbe π*-Orbital angeregt wird. Das Wort
”
scheinbar“ ist hier von besonderer Wichtigkeit, da die angeregten Endzustände
durchaus nicht äquivalent sind. Das hängt damit zusammen, dass die Erzeugung
eines Rumpflochs für die Valenzelektronen die gleiche Auswirkung hat wie eine
Erhöhung der Kernladungszahl von Z auf Z+1. Wird gleichzeitig durch resonan-
te Anregung die Zahl der Valenzelektronen ebenfalls um 1 erhöht, verwandelt sich
das angeregte Atom im Endzustand formal in ein Atom des im Periodensystem fol-
genden Elements (
”
Z+1“-Approximation).
Bei Anregung eines C 1s-Rumpfelektrons in das π*-Orbital verwandelt sich der
Kohlenstoff im Rahmen dieser
”
Z+1“-Approximation also formal in Stickstoff, aus
C=O wird damit N=O im Endzustand, während bei Anregung des O 1s-Elektrons
C-F im Endzustand entsteht. Diese beiden Radikale haben ganz unterschiedliche
chemische Eigenschaften, auch sind die Schwingungszustände, die im Rahmen des
Frank-Condon-Prinzips [97] bei der elektronischen Anregung simultan mit angeregt
werden und für den Zerfall bzw. die Umstrukturierung des Moleküls, in hohem Ma-
ße verantwortlich sind, durchaus verschieden. Es muss also nicht verwundern, das
der Zerfall dieser angeregten Zustände zu unterschiedlichen Ergebnissen führt. Hin-
zu kommt, dass bei Zerfall des angeregten Zustands der Kohlenstoff wegen seiner
vierfachen Wertigkeit deutlich mehr Möglichkeiten hat, unterschiedliche Verbindun-
gen einzugehen als der Sauerstoff. So könnte bei Zerstörung der C=O-Bindung ein
C-Atom in einer Kohlenwasserstoffumgebung Einfach- oder Doppelbindungen mit
bis zu 4 anderen Kohlenstoffatomen eingehen und die frei bleibenden Valenzen mit
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Waserstoff absättigen, während für Sauerstoff nur die Konfigurationen C=O, C-O-C
oder C-O-H infrage kommen. Damit wäre es für ein angeregtes O-Atom wahrschein-
licher, in einen C=O-Zustand zurückzufallen als für ein angeregtes C-Atom, was die
scheinbar erhöhte Strahlungsresistenz bei Anregung an der O 1s-Absorptionsschwelle
bereits qualitativ erklären könnte. Dieses Argument ist umso schwerwiegender, als
wir im Fall einer unveränderten Intensität der π*-Resonanz nicht zwingend folgern
können, dass das Protein unbeschädigt geblieben ist, sondern nur, dass die Dichte
der π*-Orbitale in der Probe konstant geblieben ist. Chemische Prozesse, bei denen
sich die Struktur des Moleküls, aber nicht die Orbitaldichte ändert, werden also
nicht erfasst.
Wie die oben stehende Diskussion zeigt, führt der Versuch, die Photonenenergie-
abhängigkeit der kritischen Dosen zu erklären, zu einer Diskussion der zugrunde
liegenden Mechanismen, die auf Grund unzureichenden Datenmaterials an dieser
Stelle nicht weiter geführt werden kann. Es ist jedoch sinnvoll und aufschlussreich,
das Verhalten des S-Layer-Proteins hinsichtlich Strahlenschäden mit dem anderer
organischer Spezies zu vergleichen.
Bei ähnlichen PEEM-Experimenten an Fibrinogen, einem Protein das in der Leber
gebildet wird, wurden Strahlenschäden beobachtet, die dominiert werden durch den
Verlust von Intensität an dem Übergang C 1s → π*C=O bei 288.1 eV [43]. Dieser
Sachverhalt reproduziert relativ gut die bestimmte kleinere kritische Dosis an der
C 1s-Absorptionskante im Vergleich zu den bestimmten Dosen an der N 1s- und O
1s-Absorptionskante.
Eine sehr gute Übereinstimmung besteht ebenfalls zwischen den erhaltenen kri-
tischen Dosen, die aus der Analyse der C 1s-NEXAFS-Spektren gewonnen wur-
den. Das Studium des strukturellen Schadens an tiefgekühlten Enzymen vom Typ
Torpedo californica acetylcholinesterase ergab eine vollständige Auflösung des
Proteins nach dem Einwirken einer Strahlungsdosis im Bereich von ∼ 107 Gy [98].
Dieser Wert ist kleiner als die kritischen Dosen, die in der vorliegenden Arbeit an dem
Oberflächenprotein vom Typ. Bacillus sphaericus NCTC 9602 bestimmt wurden.
Auf der anderen Seite sind die kritischen Dosen, die in dieser Studie erhalten wurden,
ungefähr 2-5 mal größer [92] bzw. von der selben Größenordnung im Vergleich zu
den Dosen, die für die C=O-Bindungsdichte des Polymers Polymethylmethacrylate
(PMMA) veröffentlicht wurden [43]. Demnach belegen die durchgeführten Expe-
rimente, dass die Resistenz des S-Layers gegen Strahlungsschäden vergleichbar ist
mit der des genannten Polymers. Bei den vorliegenden experimentellen Bedingun-
gen (Raumtemperatur) scheint das Oberflächenprotein sogar resistenter gegenüber
der Strahlung zu sein als andere Proteine, die zum Schutz gegen Schäden auf tiefe
Temperaturen abgekühlt wurden [98].
Dieses Resultat ist in Übereinstimmung mit früheren Arbeiten an dem bakteriel-
len Oberflächenprotein, bei denen eine außerordentliche Stabilität gegenüber der
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Bestrahlung mit Elektronen, im Rahmen von TEM-Experimenten beobachtet wur-
de [49].
Zusammenfassend lässt sich das bakterielle Oberflächenprotein vom Typ B. sphaeri-
cus NCTC 9602 bezüglich der Schädigung durch Röntgenstrahlung in einem Bereich
einordnen, der charakteristisch ist für Polymere oder stabile Proteine [99–101].
Die kritische Strahlungsdosis für das extensive Aufbrechen der Bindungen, das Um-
strukturieren und den Masseverlust der Proteinproben konnte detailliert bestimmt
werden. Diese Daten sind von ernstem Interesse für die Realisierung möglicher
zukünftiger Messungen von biologischen Proben mit Hilfe von spektroskopischen
Methoden, die Röntgenstrahlung verwenden. Aus den erhaltenen kritischen Dosen
und dem direkten Vergleich der analysierten Daten aus den Experimenten, die am
BESSY und am ALS durchgeführt wurden, kann geschlossen werden, dass Dipol-
strahlrohre auf Grund niedrigeren Photonenflussdichten [71,102] generell besser ge-
eignet sind, um strahlungsanfällige organische Substanzen mittels PE zu untersuchen
als Undulatorstrahlrohre, wie sie z.B. bei dem vorliegenden PEEM-Untersuchungen
am ALS zum Einsatz kamen.
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In diesem Abschnitt soll untersucht werden, in wie weit Biomoleküle in der Lage
sind, Informationen mit Hilfe von Ladung über größere Entfernungen zu transpor-
tieren.
Für eine solche Diskussion ist es zweckmäßig, sich zunächst einmal mit den Größen-
ordnungen verschiedener biologischer Strukturen vertraut zu machen. Die Größe
eines einfachen H2O-Molekül beträgt ∼0.4 nm, wohingegen die Größe eines Bakte-
riums mit ungefähr 500 − 3000 nm angegeben werden kann [10]. Ein im Zellkern
gefaltetes DNA Molekül würde in die Länge gezogen ca. einen Meter lang sein. Die-
se Zahlen veranschaulichen, das es keinesfalls trivial ist, Ladung bzw. Information
über solche Distanzen auf kleinster Zeitskala zu transportieren. Andererseits wur-
den chemische Reaktionen an Proteinen beobachtet, die an Stellen ablaufen, die
relativ weit entfernt vom Ort ihrer Anregung sind [11, 103, 104]. Elektronentrans-
portprozesse sind an vielen wichtigen biologischen Prozessen, wie beispielsweise der
Photosysnthese [105,106], der aeroben Atmung [107] oder aber der Leitfähigkeit der
DNA-Helix [108] beteiligt. Modelle, die auf einer gewöhnlichen chemischen Kine-
tik basieren, können diese Transportprozesse jedoch nicht hinreichend gut beschrei-
ben [11]. Dissipative Prozesse mit vielen Schwingungsgraden entlang des Weges der
Übertragung, könnten einen Ladungstransport verhindern [109]. Das bedeutet, dass
u.a. die Realstruktur von Biomolekülen wie z.B. die Faltung der DNA eine große Rol-
le für einen geeigneten Ansatz zur Lösung des Ladungstransports in Biomolekülen
spielt. Eine Möglichkeit, die von der Arbeitsgruppe um E. W. Schlag vorgestellt
wurde, wählt einen theoretischen Ansatz über eine Zwei-Stufen-Kinetik. Im Rahmen
eines atomaren Modells wird die chemische Reaktivität als das Ergebnis einzelner
Wirkungen betrachtet, die sich von Ort der Entstehung weg bewegen [11]. Dieser
Mechanismus beruht auf der Bewegung von Peptiden auf der Femtosekundenskala.
Genauer gesagt, besitzen nach diesem Modell Peptide, die einzigartige Eigenschaft,
das einzelne Aminosäuren ohne größeren Energieaufwand um kleine Winkel gedreht
werden können. Winkel, die die erlaubten Einstellungen für Aminosäuren in Peptid-
ketten kennzeichnen, werden nach dem indischen Wissenschaftler, der sie erstmals
bestimmt hat, auch als Ramachandran-Winkel (R-Winkel) der Polypeptide [111]
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Abbildung 7.1: Einzelne Aminosäurepositionen rotieren um die sogenannten
Ramachandran-Winkel (φ, ψ) (oben). Dadurch kann ein Ladungstransport wie
von E. Schlag et al. postuliert zustandekommen. Die unten dargestellte Pha-
senraumdarstellung ergänzt diese Vorstellung. Diese Abbildung ist der Refe-
renz [110] entnommen.
bezeichnet (Abbildung 7.1 oben) und in Ramachandran-Diagrammen zusammen-
gefasst. Die Gesamtenergie der Peptidkette ist dabei von den eingenommenen R-
Winkeln der einzelnen Aminosäuren abhängig [11]. Aus Arbeiten von Schlag und
Baranov [112] geht hervor, das es bei bestimmten Winkeln zwischen zwei Aminosäur-
en zu einem Ladungstransfer kommen kann (Vibrationsinduzierter Ladungssprung).
Entsprechende Moleküldynamik-Simulationen [11] ergaben in Übereinstimmung mit
Experimenten an Peptiden [113] dabei Ladungssprünge auf der Zeitskala von ∼140fs.
Demzufolge kann sukzessives Rotieren der Bestandteile der Peptidkette um die
erwähnten R-Winkel einen hocheffizienten Ladungstransfer ermöglichen.
Der Ladungstransport in Polypeptiden kann also vereinfacht wie in Abbildung 7.1
unten dargestellt werden [110,114]. Zuerst wird eine Ladung auf der linken Seite der
Peptidkette generiert (Donator), auf eine Aminosäure übertragen und anschließend
durch Drehung auf die folgende übertragen, bis die Ladung nach einer entsprechen-
den Zahl von Sprüngen den Akzeptor erreicht. Der orange eingefärbte Bereich in der
Abbildung 7.1 (unten) kennzeichnet den Bereich des Moleküls, an dem die Ladung
jeweils lokalisiert und nach Drehung am energetisch günstigsten Punkt, übergeben
wird (Ausgang).
Im nächsten Kapitel wird erstmalig gezeigt, das es in Übereinstimmung mit diesem
Sprungmechanismus tatsächlich möglich ist, Ladung in dem hier untersuchten Pro-
tein auf der besagten Zeitskala zu transportieren.
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Der Mechanismus des Ladungstransfers von einer Aminosäure zu einer anderen sollte
im Prinzip für alle Aminosäuren gleich sein. Deshalb ist es naheliegend, ein ähnliches
Verhalten zwischen allen Arten von Seitenketten und dem Grundgerüst (Rückgrat
oder Backbone) des Proteins anzunehmen. Dieser Schritt ermöglicht trotz der gi-
gantischen Größe des S-Layer-Moleküls eine Vereinfachung der Beschreibung und
Erklärung experimenteller Ergebnisse, auf die im folgenden eingegangen wird.
7.1 Ladungslokalisierung im Biomolekül
Wie bereits dargestellt wurde, sind die Aminosäuren innerhalb eines Peptids in der
Lage, sich um definierte Winkel gegeneinander zu verdrehen und dabei Ladung zu
transportieren. Im folgenden werden wir sehen, dass in Übereinstimmung mit diesem
vorgeschlagenen
”
Hopping“-Mechanismus, tatsächlich ein derartiger Ladungstrans-
port in dem hier untersuchten Oberflächenprotein, auftritt [26]. Als Ergebnis dieser
Untersuchung, konnte die Lebenszeit eines ins LUMO angeregten Elektrons zu ca.
100 fs bestimmt werden. Die hier erhaltenen spektroskopischen-Daten, werden in
Anlehnung an die im Kapitel zur Valenzbandspektroskopie vorgestellten Rechnung-
en der elektronischen Zustandsdichte des Oberflächenproteins [80] diskutiert.
In der Abbildung 7.2 a) ist das O 1s-NEXAFS-Spektrum des Oberflächenproteins
dargestellt. Wie bereits früher gezeigt, kann der scharfe Peak bei einer Photonenen-
ergie von 531.8 eV Übergängen von Elektronen aus O 1s-Rumpfniveaus in Orbitale
mit π*C=O-Charakter zugeordnet werden, die durch die Peptidbindung des S-Layers
entstehen, während die breite Struktur oberhalb von 534 eV durch Übergänge in
σ*-Orbitale hervorgerufen wird [23,24,85]. In Abbildung 7.2 b) sind resonante PE-
Spektren dargestellt, die bei Photonenenergien im Bereich der O 1s-Anregungsschwel-
le gewonnen wurden. Rote Messpunkte in Abbildung 7.2 a) markieren dabei die
Photonenenergien, bei denen die einzelnen Spektren aufgenommen wurden, wobei
vier dieser Photonenenergien sowie die zugehörigen Spektren zusätzlich durch rote
Zahlen hervorgehoben wurden. Das mit 1) gekennzeichnete, bei hν∼529 eV dicht
unterhalb der Anregungsschwelle, also
”
off-resonant“ aufgenommene Spektrum stellt
das reine PE-Signal dar und zeigt bei 519 eV kinetische Energie Valenzbandemis-
sion aus dem HOMO, während breite Strukturen bei 505 eV und 497 eV Emis-
sionen aus den C 2s- bzw. O 2s-Rumpfniveaus darstellen. Bei Photonenenergien
im Bereich der O 1s−→π*-Resonanz, kann ein ausgeprägtes Signal bei einer kineti-
schen Energie von Ekin=480 bis 518 eV beobachtet werden (farblich hervorgehoben),
das eine Doppelstruktur zeigt und wesentlich intensiver ist als die
”
off-resonante“
Photoemission. Diese Doppelstruktur verschiebt mit zunehmender Photonenenergie
hν nicht zu höheren kinetischen Energien, wie es normalerweise für PE-Beiträge
erwartet wird, sondern zeigt eher eine leichte Verschiebung zu niedrigeren kineti-
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Abbildung 7.2: a) Abbildung des O 1s-NEXAFS-Spektrums. b) Abbildung
einer Reihe von resonanten-PE-Spektren des S-Layers. Die Variation der Pho-
tonenenergie ist durch die roten Zahlen auf der rechten Seite gekennzeichnet.
Die PE-Beiträge des O 1s-Rumpfniveaus, die mit Licht zweiter Ordnung an-
geregt wurden, sind durch die blauen Dreiecke markiert.
schen Energien, wenn die Photonenenergie hν die π*-Resonanz durchläuft. Diese
Verschiebung erreicht einen Wert von etwa 3 eV dicht oberhalb der π*-Resonanz
(Spektrum 10) und verändert sich nicht weiter, wenn die Photonenenergie den Be-
reich der σ*-Resonanz durchläuft. Aus der Tatsache, dass sich die kinetische Ener-
gie der Doppelstruktur nicht linear mit der Photonenenergie verschiebt, kann sofort
gefolgert werden, dass diese Struktur nicht durch einen Photoemissions-, sondern
einen Autoionisationsprozess erzeugt wird, der vom Zerfall des O 1s-Lochzustand
hervorgerufen wird. Tatsächlich zeigt das
”
off-resonante“ Spektrum bei 550 eV Pho-
tonenenergie (Abb. 7.2 b), oberstes Spektrum) die Doppelstruktur bei der gleichen
kinetischen Energie wie bei der Anregung im Bereich der σ*-Resonanz, so dass
die Struktur eindeutig einem KLL-Augerzerfall zugeordnet werden kann. Der brei-
te Peak um 505 eV kinetischer Energie entspricht dabei, einem Prozess, bei dem
ein Valenzelektron mit dem O 1s-Loch rekombiniert, während ein zweites emit-
tiert wird (KL2,3L2,3-Auger), wohingegen bei der breiten Emissionslinie um 483
eV eines der beiden Valenzelektronen durch ein O 2s-Rumpfelektron ersetzt wird
(KL1L2,3). Die Tatsache, dass diese Doppelstrukturen bei Anregungen im Bereich
der π*-Resonanz zu höheren kinetischen Energien verschoben ist, deutet auf einen
”
Spectator“-Prozess hin, bei dem das bei der O 1s-Anregung erzeugte Photoelek-
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tron nicht das System verlässt, sondern im π*-Orbital, also im LUMO lokalisiert
bleibt und so bei der anschließenden Autoionisation zu einem effektiven Einloch-
Endzustand führt, während der normale Auger-Zerfall einen Zweiloch-Endzustand
erzeugt. Es ist interessant, dass im Bereich der σ*-Resonanz offenbar keine
”
Specta-
tor“-Prozesse auftreten, da die energetische Position der Doppelstruktur hier ihrer
Lage im
”
off-resonanten“-Spektrum entspricht. Offenbar sind also die σ*-Orbitale
räumlich so delokalisiert, dass das angeregte Elektron keine abschirmende Wirkung
auf den Zweiloch-Endzustand hat. Die Tatsache, dass im Anregungsbereich zwischen
der π*- und σ*-Resonanz die Lage der Doppelstruktur zwischen der in Abbildung 7.2
b) mit
”
S“ bezeichneten Position des Spectator- und der mit
”
A“ bezeichneten Posi-
tion des Auger-Signals linear verschiebt lässt sich durch eine nicht-korrelierte Überla-
gerung der Zerfallskanäle interpretieren: Bei Anregungen im Bereich der hochenerge-
tischen Flanke der π*-Resonanz erfolgt die Anregung in höhere vibronische Zustände
des Moleküls, die im Rahmen der eingangs diskutierten Molekülrotationen zuneh-
mend zu Ladungssprüngen und damit einer Delokalisierung des angeregten
”
Specta-
tor“-Elektrons führen können, die sich im Spektrum durch den zunehmenden Beitrag
klassischer Auger-Übergänge zum Gesamtsignal äußern. Diese Interpretation legt na-
he, dass auch bei Anregungen im Bereich des Maximums der π*-Resonanz eine nicht-
verschwindende Beimischung von Auger- zum dominanten Spectator-Signal vorlie-
gen könnte. Um diese Vermutung zu erhärten, wurde versucht, die Doppelstruktur
in Spektrum Nr. 5 im Rahmen einer numerischen Anpassung durch eine Überlage-
rung von Auger- und Spectator-Komponenten zu beschreiben. Ein entsprechender
Fit ist nur möglich, wenn sehr konkrete Annahmen über Position und Linienform der
sich überlagernden Signale gemacht werden. Im folgenden wurde angenommen, das
der Auger-Beitrag in Form und energetischer Lage bei hν=550 eV aufgenommenen
”
off-resonance“-Spektrum entspricht und sich der Spectator-Beitrag von diesem nur
durch energetische Lage und Intensität unterscheidet, wobei diese beiden Größen frei
anpassbare Parameter des Fits darstellen. Damit wurde für beide Beiträge die gleiche
Spektralform angenommen, was nicht unvernünftig erscheint, da sich die Augerli-
nienform aus einer Faltung der Einteilchenzustandsdichten der am Zerfallsprozess
beteiligten Zustände ergibt und sich diese Größen für einen Spectatorprozess nicht
wesentlich unterscheiden sollten. Tatsächlich erlaubt dieser einfache Ansatz im kine-
tischen Energiebereich von 480-520 eV eine fast perfekte Simulation des Spektrums,
wie aus der in Abbildung 7.3 durch die Messpunkte gelegten durchgezogenen roten
Kurve zu entnehmen ist. Leichte systematische Abweichungen von den Daten er-
geben sich nur bei ca. 500 eV sowie im Bereich der hochenergetischen Flanke des
KL2,3L2,3-Peaks und könnten durch Beiträge der im Fit nicht berücksichtigten O 2s-
bzw. C 2s- PE-Rumpfniveauemissionen erklärt werden (vergleiche unteres Spektrum
in Fig. 7.2 b) unter Berücksichtigung einer photonenenergiebedingten Verschiebung
von 3 eV zu größeren kinetischen Energien!).
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Abbildung 7.3: Analyse der Beiträge zu den Auger-Intensitäten, in Anlehnung
an die res. PE-Daten der Abbildung 7.2. Ein entsprechend berücksichtigter
Untergrund ist in dieser Darstellung nicht abgebildet.
Die gestrichelten Subspektren in Abbildung 7.3 zeigen die einzelnen Beiträge des
Auger- und des Spectator-Kanals. Das Intensitätsverhältnis ist 1:24, was besagt,
dass während der Lebensdauer des angeregten Zustands, nur 4 % der Spectator-
Elektronen einem Hüpfprozess unterliegen. Für die charakteristische Zeitskala des
Hüpfprozesses folgt daraus, dass sie 24-mal länger ist als die Lebensdauer des Auger-
Prozesses. Um einen konkreten Zahlenwert angeben zu können, muss jetzt noch diese
Lebensdauer abgeschätzt werden.
Unter Berücksichtigung der Heisenbergschen Unschärferelation ist das im Prinzip
aus der Linienbreite des O 1s-Photoemissionssignal möglich, wenn man bedenkt,
dass die Rekombination von Rumpflöchern bei leichten Elementen primär über in-
traatomare Augerprozesse und nicht über Röntgenfluoreszenz erfolgt. Für das leich-
teste sauerstoffhaltige Molekül O2, wo die O-Atome eine wohldefinierte Position ha-
ben und die Linienbreite also nicht durch nicht-aufgelöste chemische Verschiebungen
verfälscht ist, wird in der Literatur eine Lebensdauer von 4 fs angegeben [115,116].
Dieser Wert fügt sich gut in die experimentell bestimmten Werte für den C 1s-
Zustand ein (vergleiche Tabelle 7.1), die je nach chemischer Umgebung zwischen 3
und 11 fs schwanken.
Neben den schon erwähnten Messfehlern bei der Bestimmung der Linienbreite er-
klärt sich diese Schwankung daraus, dass je nach Ausdehnung der jeweiligen Orbitale
die Zahl der effektiv für den intraatomaren Augerprozess zur Verfügung stehenden
O 2p-Elektronen variiert und interatomare
”
cross-over“-Augerprozesse, die ebenfalls
zur Linienbreite beitragen, mit der Zahl nächster Nachbaratome zunehmen. Ge-
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Auger-Signal Lebensdauer Referenz
∼11 fs (oder ∼60 meV)
für ein isoliertes Atom
C KLL ∼6 fs (oder ∼110 meV) [117]
für Moleküle
∼3 fs (oder ∼220 meV)
für Festkörper
Tabelle 7.1: Lebensdauer für bestimmte C KLL-Auger-Signale
hen wir also für Sauerstoff von einer Lebensdauer von 4 fs aus, so ergibt sich für
die Zeitskala der Hüpfprozesse ein Wert von etwa 100 fs, was in ausgezeichneter
Übereinstimmung mit dem für die Molekülrotationen angegebenen Wert von 140 fs
ist [110].
Wie bereits weiter oben diskutiert, ist die Hüpfwahrscheinlichkeit bei Anregung in
höhere vibronische Zustände größer. Mit Blick auf elektronischen Transport sind die-
se Zustände genau wie die σ*-Orbitale nicht von Interesse, weil sie niederenergetisch
nicht bevölkert werden und so zu einem makroskopischen Strom nicht beitragen
können.
Während der Elektronentransport im S-Layer durch die Eigenschaften der Zustände
des LUMO definiert wird, so kann der Lochtransport erwartungsgemäß durch die
Lokalisierung der Zustände, im HOMO beeinflusst werden. Um letztere zu untersu-
chen, müssen wir uns den PE-Valenzbandspektren zuwenden, die im Bereich der O
1s-Anregungsschwelle mit einem
”
Participator“-Prozess interferieren und resonant
verstärkt werden können. Das PE-Signal des HOMO ist im Spektrum 1 von Abbil-
dung 7.2 b) bei 519 eV kinetischer Energie zu sehen und verschiebt sich erwartungs-
gemäß linear mit steigender Photonenenergie zu höheren kinetischen Energien. Im
Bereich der O 1s-π*-Resonanz ist eine Intensitätsüberhöhung um einen Faktor 2-3
zu beobachten (Spektrum 5, grüner Pfeil in Abb. 7.2 b)), während im Bereich der 1s-
σ*-Resonanz kein auffälliges resonantes Verhalten auftritt. Letzteres ist unmittelbar
verständlich, da wir bereits gesehen hatten, dass die σ*-Orbitale stark delokalisiert
sind und das angeregte Elektron für einen Spectator-Prozess praktisch nicht zur
Verfügung steht. Das gleiche Argument gilt für den Participator-Prozess und erklärt
das fehlende resonante Verhalten. Die Resonanz im Bereich der 1s-π*-Anregung
wird dagegen (wie der Spectator-Übergang!) durch das lokalisierte Verhalten des
π*-Orbitals ermöglicht, allerdings zeigt sich, dass der Spectator-Prozess offenbar
wesentlich wahrscheinlicher ist als der Participator. Um die Ursache zu verstehen,
müssen wir uns mit der elektronischen Struktur des HOMO und LUMO ausein-
andersetzen und die Anordnung der Orbitale betrachten. Dazu betrachten wir die
Abbildung 7.4: Dort wird das gemessene VB des S-Layers (Messpunkte) mit entspre-
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Abbildung 7.4: Totale DOS des Oberflächenproteins mit einer Voigt-Funktion
von 1.5 eV FWHM verbreitert (gestrichelte Linie) und DOS einer Polyglycin-
Kette (durchgezogenen Linie) in einer β-Faltblatt-Konfiguration, verbreitert
mit 0.1 eV im Vergleich mit dem experimentell bestimmten VB-Spektrum
(hν=40.8 eV). Die Strukturen die hauptsächlich das HOMO, HOMO-1 und
LUMO der Faltblatt-Konfiguration bezeichnen, wurden mit A, B und A* ge-
kennzeichnet [26].
chenden Daten einer Polyglycin-Kette in beta-Faltblatt-Konfiguration (gestricheltes
rotes Subspektrum) und der berechneten totalen Zustandsdichte der letzteren ver-
glichen [80]. Die gute Übereinstimmung bei den experimentellen Spektren legt nahe,
dass wir für eine Interpretation der S-Layer-Daten die DOS des Polyglycins heran-
ziehen können. Innerhalb des HOMO in Abbildung 7.4 wurden die Strukturen A
und B hervorgehoben, die im weiteren dazu verwendet werden sollen, um das reso-
nante Verhalten an der O 1s −→ π*-Schwelle zu interpretieren.
Zu diesem Zweck sind in Abbildung 7.5 die diesen DOS-Strukturen entsprechenden
Orbitale zusammen mit denen des LUMO (A*) dargestellt. Da wir das resonante
Verhalten im Bereich der O 1s-Kante betrachten, interessieren hier zunächst nur die
an den O-Atomen (rote Kugeln) lokalisierten Orbitale. Hier zeigt bereits der erste
Blick, dass die Orbitale im LUMO (A*) und im HOMO (A) vergleichbar lokalisiert
sind und daher vermutlich vergleichbare Eigenschaften bezüglich des Elektronen-
transports haben werden, während die Orbitale im HOMO-1 (B) deutlich ausge-
dehnter sind. Für einen Participator-Zerfall sind letztere daher nur eingeschränkt
geeignet, da infolge des 1/r-Charakters des Auger-Matrixelements der Überlapp
zwischen den beteiligten Orbitalen groß sein sollte, während im vorliegenden Fall
88 7. Ladungstransport in Proteinen
Abbildung 7.5: Berechnete Aufenthaltswahrscheinlichkeiten der Elektronen
des Orbitals vom Peptid-Grundgerüst. Entsprechende Konfigurationen für
das LUMO A*, HOMO A und das HOMO-1 B sind zusammengefaßt dar-
gestellt [26].
der Überlapp zwischen LUMO (A*) und HOMO-1 (B) infolge der Delokalisierung
des letzteren reduziert ist. Wegen der vergleichbaren Lokalisierung erscheint das HO-
MO (A)-Orbital daher zunächst für einen Participator-Prozess besser geeignet zu
sein. Was man infolge der Perspektive von Abbildung 7.5 aber nur schwer sieht, ist,
dass die dargestellten Orbitale des LUMO (A*) und des HOMO (A) verschieden
orientiert, d.h. um 90◦ zueinander gedreht sind. Folglich ist der Überlapp zwischen
den beiden Wellenfunktionen beinahe null und Orbital HOMO (A) ist für eine Be-
teiligung an einem Participator Prozess ebenfalls nicht sonderlich geeignet. Aus die-
sen Argumenten wird deutlich, dass Participator-Prozesse unter Einbeziehung des
HOMO schwach ausfallen sollten und eine resonante Überhöhung des PE-Signals
daher vergleichsweise gering ist. Ob andere Valenzbandstrukturen im Bereich der
π*-Anregung eventuell resonieren, kann an Hand der Daten nicht geklärt werden,
da das Spectator-Signal S in Abbildung 7.2 b) den entsprechenden Bereich des
Spektrums überlagert. Auf das Verhalten der resonanten PE-Spektren an der N
1s-Anregungsschwelle soll an dieser Stelle nicht näher eingegangen werden, da sie
im Ergebnis dem Verhalten an der O 1s-Anregungsschwelle sehr ähneln. Das gilt
zum einen für die Bestimmung der Verschiebung der kinetischen Energie zwischen
dem Spectator und der gewöhnlichen N KLL-Auger-Linie und zum anderen für die
Abschätzung der Lebensdauer des Spectator-Zustandes.
Interessant dagegen ist die Diskussion der erhaltenen resonanten PE-Daten an der
C 1s-Anregungsschwelle. Im Gegensatz zu den resonanten Spektren an der O 1s-
Anregungsschwelle tragen hier π*-Orbitale mit C=C- und C=O-Charakter zum LU-
MO bei. Das führt zur Ausbildung von zwei π*-Resonanzen im C 1s-NEXAFS Spek-
trum, da die C 1s-Rumpfniveaus infolge unterschiedlicher chemischer Wechselwir-
kungen gegeneinander verschoben sind (vergleiche Abbildung 7.6 a). Rufen wir uns
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Abbildung 7.6: Abbildung des C 1s-NEXAFS-Spektrums des S-Layers (a) in
Kombination mit einer Reihe von resonanten PE-Spektren (b). Dabei wurde
die Photonenenergie entsprechend den roten Zahlen variiert. Die PE-Beiträge
des C 1s-Rumpfniveaus, die mit Licht zweiter Ordnung angeregt wurden, sind
durch die blauen Dreiecke markiert. c) Darstellung der Aufenthaltswahrschein-
lichkeit der Elektronen der besetzten und unbesetzten Molekülorbitale der
aromatischen Kohlenstoffstruktur innerhalb des Peptidgerüsts.
noch einmal in Erinnerung, dass der am tiefsten gelegene C 1s-NEXAFS-Peak bei
∼285 eV Photonenenergie, durch Übergänge von Elektronen des C 1s-Rumpfniveaus
in π*C=C-Orbitale aromatischer Ringe bestimmter Aminosäuren verursacht wird,
während der höhere Peak bei einer Photonenenergie von 288.1 eV hauptsächlich
durch Übergänge in Orbitale mit π*C=O-Charakter entsteht, die in der Peptidbin-
dung lokalisiert sind (vergleiche Kapitel 5.3.1).
Abbildung 7.6 c) zeigt eine Serie resonanter PE-Spektren, aufgenommen bei Photo-
nenenergien, die im NEXAFS-Spektrum in Abb. 7.6 a) durch rote Punkte markiert
sind. Photonenenergien, bei denen, markante Strukturen im NEXAFS-Spektrum
auftreten, sind zusätzlich durch rote Zahlen hervorgehoben. Im Gegensatz zu Abbil-
dung 7.2 b) sind die resonanten PE-Spektren gegenüber der Bindungsenergie relativ
zur Fermienergie aufgetragen, und zum Vergleich ist ganz unten in Abbildung 7.6
c) das nicht-resonante, bereits in Kapitel 5.2 diskutierte Spektrum dargestellt, dass
bei einer Photonenenergie von 40.8 eV aufgenommen wurde.
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Was bei einem Vergleich der Abbildung 7.2 b) und 7.6 c) sofort ins Auge springt, ist,
dass zumindest im Bereich der Anregung in das π*C=C-Orbital bei Photonenenergien
um 283 eV weder markante Auger- noch Spectator-signale, wohl aber eine resonante
Überhöhung des HOMO um einen Faktor 4−5 gegenüber der
”
off-Resonanz“ (Spek-
trum 1) auftritt (Spektrum 5, gelb bzw. rot markierter Bereich bei etwa 5 eV BE).
Im Bereich der C 1s-π*C=O-Anregung resoniert der HOMO vergleichsweise schwach,
dafür beobachtet man eine kräftige Resonanz der zweiten Valenzbandstruktur um 9
eV BE (gelb und rot markiert) und gleichzeitig, wie sich aus dem steilen Anstieg der
Spektren am linken Bildrand entnehmen lässt, das Auftreten eines Spectator bzw.
Auger-Peaks. Im Bereich der σ*-Anregung (Spektrum 22) tritt offenbar keine Reso-
nanz auf. Wie beim analogen Fall der O 1s-Anregungsschwelle bereits diskutiert, sind
die σ*-Orbitale stark lokalisiert, so dass die Wahrscheinlichkeit eines Participator-
Zerfalls unwahrscheinlich wird und eine resonante Überhöhung hier nicht auftritt.
Um das Verhalten im Bereich der C 1s-π*C=C-Anregung bei hν∼=285 eV zu verste-
hen, betrachten wir wieder die räumliche Anordnung der entsprechenden Orbitale
in HOMO und LUMO. In Abbildung 7.6 b) sind in gelb (unten) die HOMO- und in
blau (oben) die LUMO-Orbitale gezeigt, wobei die hier interferrierenden Bereiche
der aromatischen Ringe jeweils auf der linken Seite der Abbildung zu sehen sind.
Wie bei Betrachtung dieser Darstellung deutlich wird, sind die LUMO-Orbitale mit
Ausnahme einer einzelnen bananenförmigen Struktur relativ lokalisiert, während
sich beim HOMO die Orbitale jeweils über mehrere Atome erstrecken. Der relativ
lokalisierte Charakter der LUMO-Orbitale ermöglicht die resonante Überhöhung der
HOMO-Struktur, die allerdings wegen des lokalisierten Charakters der letzteren be-
scheiden bleibt. Trotzdem scheint der Participator-Prozess ungleich wahrscheinlicher
als ein Spectator-Prozess zu sein, da letzterer im Spektrum nicht direkt beobachtet
wird. Ursache dürfte sein, dass wie im Benzen die bei höheren Bindungsenergien
liegenden besetzten Orbitale zunehmend delokalisiert werden, so dass der für einen
Spectator-Übergang erforderliche Überlapp deutlich geringer als im Fall von HOMO
und LUMO ausfällt und der Participator-Übergang damit dominiert. Aus dem wei-
gehenden Fehlen der Auger- und Spectatorübergänge lässt sich weiter folgern, dass
die an den aromatischen Ringen beteiligten LUMO-Orbitale räumlich so stark loka-
lisiert sind, dass keine Ladungssprünge vorkommen und die betreffenden Orbitale zu
einer Leitfähigkeit des S-Layers nicht beitragen. Bei Photonenenergien im Bereich
der C 1s-π*C=O-Anregungsschwelle resoniert der HOMO vergleichsweise schwach,
dafür beobachtet man eine ausgeprägte Resonanzüberhöhung bei der zweiten Va-
lenzbandstruktur um 8 eV BE, wo nach unserer Analyse in Kapitel 5 tatsächlich
starke Orbitalbeiträge aus dem Bereich der Peptidkette zu erwarten sind (vergleiche
Bild 5.5, dunkelgrünes Subspektrum). Signale von Autoionisationszerfällen setzen
erst etwa 10 eV unterhalb dieser Valenzbandemissionen ein, also wesentlich später
als bei der O 1s-Anregungsschwelle, woraus man schließen kann, dass im Gegensatz
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zur O 1s-π*C=O-Resonanz Spectatorkanäle hier eine untergeordnete Rolle spielen
und die Autoionisation durch normale Augerzerfälle erfolgt. Es darf einen nicht
wundern, dass das Verhalten an den O 1s- und C 1s-Anregungsschwellen verschie-
den ist, auch wenn die Anregung zunächst in das gleiche π*-Orbital erfolgt. Bei der
Autoionisation kommt es aber auf die lokale Ladungsverteilung und deren Überlapp
mit dem π*-Orbital an, die nun einmal für Kohlenstoff und Sauerstoff ganz verschie-
den ausfällt.
Eine Analyse der Autoionisationskanäle, wie wir sie an der Sauerstoffkante durch-
geführt haben, kann im Bereich der C 1s-π*C=O-Anregung nicht so einfach durch-
geführt werden, da wir bei einer Photonenenergie von 288 eV , also 3 eV oberhalb
der C 1s-π*C=C-Anregungsschwelle, bereits C 1s-Elektronen in die σ*C=C-Orbitale
der aromatischen Ringe anregen können. Da diese Orbitale, wie mehrfach erwähnt,
stark delokalisiert sind, führen diese Anregungen zu keiner Resonanzüberhöhung des
PE-Signals, tragen aber wesentlich zum Augeruntergrund bei, so dass sich mögliche
Beiträge aus der C 1sπ*C=O-Resonanz davon nicht trennen lassen.
Zusammenfassend haben wir gesehen, dass sich mittels resonanter PE Aussagen
über die Lokalisierung der LUMO- und den Charakter der Valenzbandzustände ma-
chen lassen.
Durch den Vergleich von Auger- und Spectatorzerfällen an der O 1s-π*C=O-Anre-
gungsschwelle konnten wir die Zeitskala für Ladungssprünge zwischen benachbarten
Gliedern der Peptidkette auf etwa 100 fs abschätzen, was in guter Übereinstim-
mung mit Werten um 140 fs liegt, die sich aus der theoretischen Simulation und
Transportexperimenten ergeben. Die den theoretischen Simulationen zugrunde lie-
genden Rotationsschwingungen scheinen damit tatsächlich wesentlich für den La-
dungstransport im S-Layer verantwortlich zu sein.
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8. Protein-Metall
Hybridstrukturen und deren
Synthese auf S-Layern
Deposition von Edel- und Übergangsmetallen auf organischen Substraten führt in
den meisten Fällen nicht zu lagenweisem Wachstum der Metallschicht, sondern
zu Clusterbildung, weil die Wechselwirkung zwischen den Metallatomen größer ist
als die Metall-Substrat-Wechselwirkung. Hat jetzt ein organisches Templat eine
regelmäßige Wabenstruktur wie das Oberflächenptotein des Bacillus sphaericus
NCTC 9602, so lässt sich die Ausbildung eines geordneten Übergitters aus etwa
gleich großen Metallclustern auf der organischen Unterlage erwarten. Solche Über-
gitter besitzen ein großes technologisches Potential, das bei der Entwicklung neuarti-
ger Elemente für die Datenspeicherung, Katalyse oder Sensortechnologie eine große
Rolle spielen könnte [1, 3, 7, 15, 19, 21, 59].
Eine Kombination aus Metall und Protein wird gern auch als Hybridstruktur be-
zeichnet. Nach der Abscheidung von Metal-Nanopartikeln auf biomolekularen Tem-
plates unterscheiden sich die Eigenschaften der daraus resultierenden Hybridstruk-
turen sehr von ihren Ausgangsstoffen. In Abhängigkeit von der Größe der erzeugten
Cluster, der Eigenschaften des Metalls und der Wechselwirkung zwischen den Metall-
Partikeln und dem biomolekularem Templat kann sich eine substantielle Modifikati-
on der elektronischen und chemischen Eigenschaften ergeben [118, 119]. Das Studi-
um von Edelmetall-Clustern erfreut sich dabei besonderer Beliebtheit, was nicht nur
auf deren technologische Umsetzbarkeit zurückzuführen ist [21,59,120,121], sondern
auch auf den interessanten Umstand, dass die geringe chemische Reaktivität von
edlen Metallen [122] mit zunehmender Miniaturisierung zu Nanopartikeln [123,124]
radikal ändert. In diesem Kapitel werden die Auswirkungen einer solchen Nano-
strukturierung am Beispiel von Silber auf das Oberflächenprotein detailliert spektro-
skopisch untersucht. Im Rahmen einer PEEM-Studie wird dieses System mit einer
Protein-Cobalt Struktur verglichen und kurz diskutiert. Im letzten Kapitel dieser
Arbeit wird das Verhalten dieser Hybridstrukturen unter dem Einfluss von Rönt-
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genstrahlung untersucht und mit den Ergebnissen für das reine Oberflächenprotein
vergleichend diskutiert. Trotz einer Reihe von Studien zur elektronischen Struktur
von Metall-Biomolekül Kombinationen [118, 119] ist nämlich die Untersuchung von
Strahlenschäden dieser Systeme weitestgehend unbekannt.
Um die Folgen einer chemischen Verunreinigung des Proteins zu vermeiden, die als
Konsequenz vieler chemischer Abscheidungsverfahren für Metalle auftreten, wird in
dieser Arbeit die Methode der physikalischen Deponierung von Metallen verwendet.
8.1 Protein-Silber Hybridstruktur
8.1.1 Rumpfniveauspektroskopie
Um einen groben Überblick über das Verhalten der Protein-Probe nach einer Be-
schichtung mit 3 Å Silber zu bekommen, wurde zunächst ein XPS Übersichts-
spektrum bei einer Photonenenergie von 620 eV aufgenommen (Abbildung 8.1).
Neben den charakteristischen spektralen S-Layer-Komponenten (O 1s, N 1s und C
1s) sind jetzt erwartungsgemäß Silber-Emissionen von der Probe zu erkennen. Bei
Abbildung 8.1: Übersichtsspektrum des S-Layers nach einer Metallisierung mit
3 Å Silber.
einer kinetischen Energie von 240 - 255 eV ist jetzt das Spin-Bahn-Dublett der Ag
3d-Rumpfniveauzustände die dominierende Struktur im Spektrum, gefolgt von ei-
nem Silber generierten Auger-Duplett bei ∼352 eV . Ferner erkennt man bei einer
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kinetischen Energie von ∼620 eV einen Ag 4d-Peak in der Region des S-Layer-
Valenzbandes. Bei dieser geringen Silberbedeckung ist natürlich auch die bereits bei
reinen S-Layern beobachtete Si 2p-Emission weiterhin vorhanden.
Um nun detailliert die möglicherweise durch die Silberpartikel verursachten Verände-
rungen an dem Protein untersuchen zu können, wurden im Anschluss C 1s-, N 1s-
und O 1s-Rumpfniveauspektren mit besserer Auflösung und Statistik aufgenommen.
Im Folgenden soll die Änderung der Rumpfniveauspektren des S-Layers unter dem
Einfluss einer Bedeckung mit nominal 2 Å Silber betrachtet werden. Bei der Betrach-
tung der C 1s-Spektren vor und nach der Silberdeposition in Abbildung 8.2 kann
man bereits mit bloßem Auge eine gleichbleibende und unveränderte Linienform der
Spektren feststellen. Ein Vergleich der totalen spektralen-Intensitäten ergibt einen
Verlust von ca. 12% nach der Metallbedeckung. Eine differenzierte Untersuchung
der relativen Anteile der C-O-, C-N- und C-C Komponenten des C 1s-Spektrums
ergibt den in der Tabelle 8.1 dargestellten Zusammenhang. Durch einen direkten
Vergleich der gewonnenen C 1s-Daten vor und nach der Ag-Deposition erkennt man
sofort, dass keine neuen Komponenten entstehen und sich der prozentuale Aufbau
Abbildung 8.2: C 1s-Rumpfniveau des S-Layers vor und nach einer Metalli-
sierung mit 2 Å Silber. Dabei ist zusätzlich die Entwicklung der spektralen-
Intensitäten der Einzelkomponenten, im Zusammenhang mit der Entwick-
lung der gesamten spektralen-Intensität gekennzeichnet. Die Halbwertsbreiten
(FWHM) der Einzelkomponenten ist zusätzlich implementiert.
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C 1s-Spektrum C–O C–N C–C
S-Layer 22% 28% 50%
2 Å Ag/S-Layer 24% 28% 48%
Tabelle 8.1: Entwicklung der relativen Anteile der spektralen-Intensität der
Hauptkomponenten des Rumpfniveau-C 1s-Spektrums des S-Layers, sowohl
vor als auch nach einer Metallisierung mit 2 Å Silber (Fehler ±1%).
der oben genannten Komponenten ebenso wenig ändert. Auch die Halbwertsbreite
der C–O-, C–N- und C–C-Komponenten behalten den gleichen Wert von FWHM
∼1.2 eV . Demzufolge spielen chemische Reaktionen, die bevorzugt an bestimmten
Komponenten des Kohlenstoffs angreifen, eine untergeordnete Rolle und der beob-
achtete generelle Intensitätsverlust kann auf eine einfache Dämpfung des Photo-
emissionssignals durch die Silberschicht zurückgeführt werden. Als nächstes soll des
N 1s-Rumpfniveaus untersucht werden. Abbildung 8.3 zeigt entsprechende Spektren
vor und nach der Ag-Deposition. Der Vergleich der totalen spektralen-Intensität des
N 1s-Spektrums ergibt hier einen Verlust von ca. 14%. Dieser Wert ist etwas größer
Abbildung 8.3: N 1s-Rumpfniveau des S-Layers vor und nach einer Metallisie-
rung mit 2 Å Silber. Zusätzlich ist die Entwicklung der gesamten spektralen-
Intensität gekennzeichnet. Die ermittelte Halbwertsbreite (FWHM) der jewei-
ligen Komponenten ist ebenfalls eingetragen.
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als der Wert, der bei gleicher Bedeckung für das C 1s-Rumpfniveau erhalten wurde.
Wiederum sind keine neuen spektralen Komponenten zu erkennen, jedoch ergibt ei-
ne Analyse der Halbwertsbreiten FWHM ∼1.4 eV für das reine S-Layer und ∼1.7
eV für das S-Layer mit 2 Å Silberbedeckung was als Verkürzung der Lebensdauer
des Photolochs infolge von
”
cross-over“-Augerübergängen vom Ag erklärt werden
könnte.
Betrachtet man das Verhalten des O 1s-Rumpfniveau (Abbildung 8.4), dann kann
ein ähnliches Verhalten wie beim N 1s-Niveau festgestellt werden: Nach der Be-
deckung besteht das O 1s-Spektrum wie das N 1s-Spektrum ebenfalls aus nur einer
Komponente. Es gibt somit keine Anzeichen für Oxidkomponenten auf Grund von
Wechselwirkungen der Silber-Partikel mit dem S-Layer-Substrat [125]. Der Verlust
der totalen spektralen-Intensität als Folge der Metallbedeckung beträgt 18% und ist
damit deutlich größer als bei den beiden anderen Rumpfniveaus. Die Bestimmung
der Halbwertsbreite ergibt eine Zunahme von 20 % von FWHM ∼1.8 eV für das
reine S-Layer-Spektrum zu FWHM ∼2.2 eV für die Ag-bedeckte Probe. In Abbil-
dung 8.5 ist die Entwicklung der Halbwertsbreiten innerhalb der 1s-Rumpfniveaus
noch einmal zusammengefaßt dargestellt. In Übereinstimmung mit den ermittelten
Abbildung 8.4: O 1s-Rumpfniveau des S-Layers vor und nach einer Metallisie-
rung mit 2 Å Silber. Zusätzlich ist die Entwicklung der gesamten spektralen-
Intensität gekennzeichnet. Die ermittelte Halbwertsbreite (FWHM) der jewei-
ligen Komponenten ist ebenfalls eingetragen.
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Abbildung 8.5: Entwicklung der FWHM in Abhängigkeit von der Metallisie-
rung für das C 1s-, N 1s und O 1s-Rumpfniveau des S-Layers.
Verlusten an spektraler Intensität deutet alles auf eine gegenüber den C-Atomen
größere Wechselwirkung der Sauerstoffatome der Peptidbindung mit Silber hin, ge-
folgt vom Stickstoff. Spektroskopische Untersuchungen von anderen präparierten
Schichtdicken von Silber auf dem Oberflächenprotein (0.7-3.0 Å) stimmen relativ
gut mit diesen Messungen überein.
Im Rahmen eines einfachen Modells könnte man dieses Verhalten dadurch erklären,
dass die entstehenden Ag-Cluster bevorzugt Adsorptionsplätze in der Nähe der O-
(bzw. N-) Atome einnehmen und auf diese Weise sowohl für eine größere Dämpfung
des Photoemissionssignals als auch für eine lokale Erhöhung der Rekombinations-
raten verantwortlich sind.
Um den energetisch günstigsten Platz für die Anbindung von Silber an eine Peptid-
kette (Biomolekül) zu bestimmen, wurden entsprechende theoretische Berechnun-
gen in Zusammenarbeit mit V. Maslyuk von der Martin-Luther-Universität Halle-
Wittenberg durchgeführt. Nähere Erläuterungen für die Grundlage dieser Berech-
nungen sind im Anhang nachzulesen.
Abbildung 8.6 präsentiert das Ergebnis für eine Peptidkette in β-Faltblatt-Konfigura-
tion. Unterschiedliche Farben stehen dabei für Ag-Adsorptionsplätze mit unter-
schiedlicher Bindungsenergie gemäß der auf der rechten Seite gezeigten Farbskala.
Die Bindungsenergie wurde dabei wie folgt bestimmt:
EB = ETotal[βFaltblatt + Ag] − ETotal[βFaltblatt] − ETotal[Ag] (8.1)
Das Minuszeichen an der Skala repräsentiert dabei eine anziehende Wechselwirkung.
Die energetisch günstigste Position für die Silberatome ist der blau eingefärbte Be-
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Abbildung 8.6: Darstellung der energetisch bevorzugten Position für die An-
bindung von Silberatomen an das Peptidmolekül. Für die Berechnung (GGA
Methode) wurden die Silberatome 2.5 Å oberhalb der Ebene der β-Faltblatt-
Struktur angeordnet. Somit repräsentiert diese Abbildung quasi einen ener-
getischen Schnitt durch diese Ebene. Diese Rechnung wurde durch V.V. Mas-
lyuk von der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg, im Rahmen einer
gegenseitigen Kooperation durchgeführt.
reich in unmittelbarer Nähe des O-Atoms, die energetisch ungünstigste Position da-
gegen der rote Bereich um das aus der Ebene herausragende Wasserstoffatom. Anzie-
hend auf das elektronegative Ag-Atom wirkt offensichtlich die hohe Elektronendichte
am Sauerstoff, während das positiv geladene H-Atom eher abstoßend wirkt.
Die Rechnung gilt streng nur für die Adsorption von einem Ag-Atom. Gehen wir
jedoch davon aus, dass bei Erhöhung der Ag-Bedeckung die neu hinzukommen-
den Ag-Atome an das primär adsorbierte anlagern, so sollten sich in dem blauen
Gebiet Cluster bilden, die zunächst das darunter liegende O-Atom und mit zuneh-
mender Clustergröße auch das N-Atom abschirmen, während zumindestens für das
im roten Bereich liegende C-Atom ein solcher Effekt nicht zu erwarten ist. Für die
Photoemission erwartet man daraus die stärkste Dämpfung für die O 1s- und die
schwächste für die C 1s-Emission, was in sehr schöner Übereinstimmung mit den
durchgeführten spektroskopischen Experimenten ist.
Naiver Weise erwartet man zwischen Metallen und Nichtmetallen einen polaren oder
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sogar ionischen Bindungstyp. Im Falle einer solchen Wechselwirkung zwischen Silber
und dem Sauerstoffatom der Peptidbindung sollte sich dann aber ein nennenswer-
ter und messbarer Ladungstransfer ergeben der sich auch auf die C=O-Bindung
auswirken müsste. Aus den Analysen der C 1s-, N 1s- und O 1s-Rumpfniveaus ist
jedoch keine Verschiebung der Bindungsenergie der charakteristischen C–O- und C–
N-Peaks erkennbar, die einen solchen Ladungstransfer belegen würde.
Spekulationen über einen kovalenten Bindungstyp zwischen dem Sauerstoff der Pep-
tidbindung (negativer-Ladungsüberschuss) und den Silber-Partikeln sind ebenso we-
nig mit den vorliegenden experimentellen Befunden kompatibel. Am wahrscheinlich-
sten scheint daher ein eher van-der-Waals-artiger Typ von Bindung, der die kova-
lente elektronische Struktur des Peptids nur wenig beeinflusst. Im weiteren soll der
Einfluss des Silizium-Substrates (als Träger des S-Layers) mit seinem nicht uner-
heblichen Oxid-Anteil näher untersucht werden. Zu diesem Zweck bedienen wir uns
der lateral aufgelösten NEXAFS-Spektroskopie, deren Vorteile bereits dargestellt
wurden.
8.1.2 PEEM - Studie
Der Einfluss von Silber-Partikel auf die unbesetzten elektronischen Zustände des
S-Layers soll nun mit Hilfe von PEEM Untersuchungen charakterisiert werden. Die
laterale Auflösung der NEXAFS-Spektren ermöglicht eine gezielte Minimierung des
Substrat-Signals nach einer definierten Bedeckung mit Silber. Wie aus den vorange-
gangenen Kapiteln bekannt ist, repräsentieren die π*C=O,-π*C=N -Resonanzen in den
dazugehörigen C 1s-, N 1s und O 1s-NEXAFS-Spektren den Zustand der Peptidbin-
dung. Die Beobachtung dieser verschiedenen π*-Peaks in den NEXAFS-Spektren des
Proteins geben uns somit ein effektives Hilfsmittel an die Hand, um die chemische
Wechselwirkung zwischen dem S-Layer und dem deponierten Metall zu überprüfen.
Im weiteren wird der Einfachheit halber häufig nur die Bezeichnung π*Peptid ver-
wendet.
In Abbildung 8.7 sind die C-, N- und O 1s-NEXAFS-Spektren des reinen S-Layers
abgebildet zusammen mit Spektren der gleichen Rumpfniveaus welche nach einer
Bedeckung mit 4 Å Silber erhalten wurden. Die Spektren des reinen Oberflächen-
proteins (schwarze durchgezogene Linien) zeigen scharfe Peaks bei 288.1 eV , 401.2
eV und 531.8 eV , die den verschiedenen 1s→ π*Peptid-Resonanzen zuzuordnen sind.
In dem abgebildeten C 1s-NEXAFS-Spektrum ist eine zusätzliche π*-Struktur bei
285 eV zu erkennen, die wie bereits eingehend diskutiert, von Übergängen innerhalb
der aromatischen Ringe in den Seitenketten des Proteins verursacht wird [23, 126].
Die Form der Spektren mit den genannten π*-Strukturen repräsentieren somit einen
spektralen Fingerabdruck des natürlichen und unbeschädigten S-Layers [24, 85].
Nach der Deposition mit 4 Å Silber können leichte Veränderungen in den Spektren
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beobachtet werden (gestrichelte rote Linien). Offensichtlich verlieren die π*Peptid-
Resonanzen an allen drei Absorptionskanten an Intensität, jedoch bleiben ihre ener-
getische Lage und die charakteristische Form der S-Layer-Spektren erhalten. Dieser
Sachverhalt zeigt, dass der S-Layer in großen Teilen unbeeinflusst gegenüber der
Bedeckung mit Metall ist. Der Verlust an π*Peptid-Intensität ist an den O 1s- und N
1s-Absorptionskanten etwas stärker ausgeprägt als an der C 1s-Kante in Überein-
stimmung mit den Photoemissionsergebnissen.
Abbildung 8.7: NEXAFS-Spektren des S-Layers nach einer Bedeckung mit 4
Å Silber. Für eine bessere Erkennbarkeit wurde die betreffende π*-Resonanz
vergrößert dargestellt (rechts). Die Spektren wurden so normiert, dass sie
außerhalb der betreffenden Resonanzen übereinstimmen.
Das Ergebnis einer quantitativen numerischen Analyse der spektralen Intensität der
π*Peptid-Resonanzen nach Bedeckung mit 4 Å Silber ist in der Tabelle 8.2 (rechts)
zusammengestellt. Der angegebene relativ große Fehler in Höhe von 4 % ist dabei
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die Folge einer nicht optimalen Anzahl von zur Verfügung stehenden Datenpunkten
für den Fit. Dieser Sachverhalt ist in dem Kapitel zur lateral aufgelösten NEXAFS-
Spektroskopie erläutert. Wie diese Analyse bestätigt, ist in Übereinstimmung mit
den Ergebnissen der durchgeführten Photoemission der Verlust an spektraler Inten-
sität an der C 1s-Absorptionskante am geringsten und an der O 1s-Absorptionskante
am größten. Ein direkter Vergleich der Photoemissions- und NEXAFS-Ergebnisse
(Tabelle 8.2) zeigt dabei eine systematisch niedrige Intensitätsabnahme bei den
NEXAFS-Spektren im Vergleich zur Photoemission. Dieses Verhalten ist auf die
Spektrum Signal Rumpfniveau NEXAFS
C 1s C − O 88±1% 92±4%
N 1s C −N 86±1% 88±4%
O 1s C − O 82±1% 86±4%
Tabelle 8.2: Entwicklung der spektralen Intensität der charakteristischen Si-
gnale des S-Layers nach einer Bedeckung mit nominal 2 Å Silber (Rumpfnive-
auspektroskopie) bzw. 4 Å Silber (NEXAFS).
größere Oberflächenempfindlichkeit der Photoemission zurückzuführen, bei der nur
die Ag-bedeckten obersten Peptidlagen der Probe erfasst werden, während NEXAFS
auch auf tiefere, von der Ag-Bedeckung unbeinflusste Bereiche der Probe empfind-
lich ist.
Im C 1s-Spektrum der Abbildung 8.7 kann man neben einer Abnahme der π*Peptid-
Intensität auf Grund der Silber-Deposition eine Zunahme des Signals in der Region
bei ∼285 eV feststellen. Für dieses Phänomen gibt es zwei Erklärungsmöglichkei-
ten: Entweder sind die aromatischen Ringe, die bei dieser Photonenenergie angeregt
werden, von der Ag-Bedeckung nicht betroffen, so dass keine Dämpfung des Signals
auftritt und dieser Teil des Spektrums seine ursprüngliche Intensität bewahrt und
gegenüber den anderen spektralen Komponenten hervorgehoben erscheint. Alterna-
tiv könnte, wie im letzten Kapitel dieser Arbeit gezeigt werden wird, dieser Effekt auf
eine partielle Zerstörung bzw. Schädigung der Peptidbindung zurückgeführt werden,
mit einer nachfolgenden Umordnung der frei gewordenen Kohlenstoff-Bestandteile
(Ausbildung eines Kohlenstoff-Kohlenstoff Netzwerks oder Gerüst) [85]. Auch bei
dem entsprechenden N 1s-Spektrum in Abbildung 8.7 kann unterhalb des intensi-
ven π*Peptid-Peaks eine Anregung bei einer Energie von ∼ 398-400 eV beobachtet
werden, die auf eine solche partielle Schädigung des Proteins hindeuten könnte.
In diesem Falle bilden die frei werdenden C- und N-Atome neue C-N-Strukturen
aus [85, 95].
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8.1.3 Elektronische Struktur der Silber-Nanopartikel
In diesem Kapitel sollen die auf dem S-Layer abgeschiedenen Metallpartikel näher
charakterisiert werden. Speziell stellt sich die Frage nach der elektronischen Struk-
tur der abgeschiedenen Partikel und ihrer Größe in Abhängigkeit von der nominalen
Dicke des aufgedampften Silbers. Den Zugang zu dieser Untersuchung sollen die
stark lokalisierten Ag 3d-Rumpfniveaus bilden. Bei einer Photonenenergie von 500
eV ist der Photoionisationswirkungsquerschnitt für die Ag- Rumpfniveau-Zustände
ziemlich groß. Deshalb eignet sich diese Energie sehr gut, um in Abhängigkeit von
der verwendeten Menge an Silber Veränderungen an diesen Zuständen zu studieren.
Bei der Bestimmung der Bindungsenergie der Ag 3d-Zustände wurde auf die bekann-
te Bindungsenergie der Si 2p-Zustände bezug genommen. Dazu wurde nacheinander
sowohl das relevante Ag 3d- als auch das Si 2p-Spektrum der selben Probe, mit
der selben Photonenenergie gemessen. Aus der Referenz [127] ist bekannt, dass das
Wachstum von Silber extrem von der Menge an deponierten Silber und dem verwen-
deten Substrat-Material abhängt. Aus den Arbeiten der Referenzen [19] und [23] ist
andererseits bekannt, dass die Regelmäßigkeit der Struktur der S-Layer-Poren die
Bildung von Metall-Clustern vergleichbarer Größe begünstigen sollte, was die Inter-
pretation der Messergebnisse naturgemäß wesentlich vereinfacht. In der Abbildung
8.8 ist die experimentell beobachtete Entwicklung der Ag 3d-Zustände in Abhängig-
keit von der nominalen Dicke der Silber-Bedeckung dargestellt. Die Duplett-Struktur
Abbildung 8.8: Entwicklung der Ag 3d-Rumpfniveauspektren auf einem S-
Layer/SiOx-Substrat, in Abhängigkeit von der nominal aufgebrachten Silber-
dicke. Die unteren Spektren wurden für eine bessere Darstellung mit einem
Faktor von 24 skaliert.
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ergibt sich als eine Folge der Spin-Bahn Aufspaltung der Ag 3d-Zustände. Das ober-
ste Spektrum der Abbildung 8.8 zeigt Daten von einer dicken Ag-Schicht (ca. 150 Å),
quasi eines Silber-Volumenkristalls, die als Referenz verwendet wurden. Bei der nied-
rigsten Bedeckung mit nominal 0.7 Å Silber kann eine Bindungsenergie von ∼369.0
eV für die Ag-3d5/2-Komponente festgestellt werden. Mit zunehmender Bedeckung
verschiebt sich das Maximum zu kleinerer Bindungsenergie. Bei einer Bedeckung
von 3 Å beträgt diese nur noch 368.5 eV und kommt damit ihrem Wert im Volu-
menkristall mit 386.3 eV bereits sehr nahe. Letzter Wert stimmt übrigens exakt mit
dem aus der Referenz [86] überein, was ein Indiz für die korrekte Kalibrierung der
Ag 3d-Bindungsenergien darstellt. Die Zahlenangabe auf der linken Seite der Ab-
bildung 8.8 repräsentieren die verwendeten Skalierungsfaktoren der Intensität. Die
beobachteten Bindungsenergien sowie eine parallel dazu auftretende Verringerung
der Halbwertsbreiten (nicht eingezeichnet) mit zunehmender Silberbedeckung sind
in Tabelle 8.3 zusammengefasst.
nominale Silber Dicke (Å) 0.7±0.5 1.0±0.5 2.0∓0.5 3.0±0.5
Ag 3d5/2-Bindungsenergie (eV) 369.0±0.1 368.8±0.1 368.6±0.1 368.5±0.1
FWHM (eV) 1.5±0.1 1.3±0.1 1.1±0.1 0.9±0.1
Tabelle 8.3: Zusammenfassung der Entwicklung der Bindungsenergie und der
dazugehörigen Halbwertsbreite (FWHM) auf dem S-Layer-Substrat für die
individuellen Ag 3d5/2-Zustände, in Abhängigkeit der Bedeckung mit Silber.
Bindungsenergieverschiebungen in vergleichbarer Größenordnung wurden bereits für
Ag-Nanopartikel auf anderen Substraten beobachtet. In Tabelle 8.4 sind einige der
in der Literatur veröffentlichten Ergebnisse zusammengestellt.
HOPG TiO2 S-Layer Al2O3
Metall Halbleiter quasi Halbleiter Isolator
0.6 eV 1.2 eV 0.7 eV 0.6 eV
[128] [129] aktuelle Arbeit [130]
Tabelle 8.4: Maximale Verschiebung der Bindungsenergie der Ag 3d-
Rumpfniveaus von Silber-Nanopartikeln auf verschiedenen Substraten.
Solche Bindungsenergieverschiebungen können im wesentlichen drei Ursachen ha-
ben [93, 120, 128, 131–137]:
1) Chemische Wechselwirkungen mit dem Substrat, die zu Änderungen der che-
mischen Bindungen oder zumindestens Ladungstransfer zwischen Ag und Substrat
führen und mit der Custergröße variieren (Anfangszustandseffekt).
2) Unterschiedliche, mit der Clustergröße variierende Anteile von Oberflächen- und
Volumenemissionen an den PE-Spektren.
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3) Unterschiedliche, mit der Clustergröße variierende elektrostatische Abschirmung
der Photoloch-Endzustände.
Mechanismus 1) erscheint auf der Grundlage der vorliegenden Daten unwahrschein-
lich, da chemische Wechselwirkungen bzw. Ladungstransfer zwischen Silber und
dem Protein auch die Bindungsenergie der O 1s-, N 1s- und C 1s-Rumpfniveaus
des Substrats beeinflussen sollten, dort aber nicht beobachtet wurden. Betrach-
tet man andererseits Abbildung 8.6, so sieht man, dass die Adsorptionsenergien
von Ag-Atomen auf dem Peptid um etwa 0.4 eV abnehmen, wenn die Atome um
einen Atomdurchmesser von etwa 3 Å aus der idealen Adsorptionsposition ausge-
lenkt werden. Solche Auslenkungen sind unvermeidlich, wenn statt einzelner Atome
Dimere oder größere Cluster betrachtet werden und führen zwangsläufig zu einer
Variation der Adsorptionsenergie als Funktion der Clustergröße, die sich in den
Rumpfniveaubindungsenergien widerspiegeln sollten. Um im Rahmen des in Kapi-
tel 2.1.3 eingeführten Born-Haber-Prozesses die Bindungsenergieverschiebung infol-
ge Adsorption rechnen zu können, müsste ein analoges Diagramm zu Abbildung 8.6
für das (Z+1)-Element, im vorliegenden Fall also Cd, vorliegen, und aus der Diffe-
renz der Adsorptionsenergien könnte man dann für ein Einzelatom die Verschiebung
abschätzen. Leider liegen entsprechende theoretische Ergebnisse nicht vor. Doch
selbst, wenn man entsprechende Rechnungen durchführen würde, wäre das Ergebnis
unzureichend, da ja vermutlich nicht Einzelatome, sondern Cluster unterschiedlicher
Größe vorliegen, deren theoretische Behandlung den Rahmen dieser Arbeit sprengt.
Mechanismus 2) stellt dagegen eine ernsthafte Möglichkeit dar und soll daher im
folgenden kurz diskutiert werden:
Nehmen wir vereinfachend an, dass die entsprechenden Cluster Würfelform haben
mit einer Kantenlänge a=n·d, wobei d den Durchmesser eines Ag-Atoms (2.89 Å)
und n eine ganze Zahl bedeutet, so beträgt das Verhältnis von Oberflächen- zu
Volumenatomen f im Fall eines einfach kubischen Gitters
f =
2[n2 + n(n− 2) + (n− 2)2]
(n− 2)3 =
6n2 − 12n+ 8
(n− 2)3 (8.2)
und damit für einen Cluster der Größe 2 nm (n∼7) f=1.74, für 4 nm (n∼13) f=0.65
und für 6 nm (n∼21) f=0.35.
Wie unsere elektronenmikroskopischen Ergebnisse zeigen, liegen die Größen der Clu-
ster im vorliegenden Fall tatsächlich in diesem Bereich (vergleiche folgendes Ka-
pitel) und könnten die beobachteten Bindungsenergieverschiebungen somit durch-
aus erklären, sofern die Rumpfniveaubindungsenergien der Oberflächenatome größer
wären als die der Volumenatome und sich die Werte ausreichend unterscheiden. Lei-
der sind diese Voraussetzungen im Fall von Silber nicht gegeben: Die Oberflächen-
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rumpfniveauverschiebung lässt sich für dichtgepackte Metalloberflächen in erster
Näherung zu
∆E = EsurfaceB − EbulkB ∼= 0.2(EZ+1coh − EZcoh) (8.3)
abschätzen, wobei für Z und Z + 1 jetzt die Elemente Ag und Cd eingesetzt wer-
den müssen. Die zugehörigen Kohäsionsenergien betragen 2.95 eV /Atom und 1.16
eV /Atom, man erhält daraus ∆E≈-0.36 eV und somit eine Verschiebung zu nied-
rigeren statt zu höheren Bindungsenergien. Diese Näherung ist für Silber wegen
der ausgedehnten s-Orbitale nicht sehr gut. Experimentelle Studien ergeben Ober-
flächenrumpfniveauverschiebungen von nur -0.1 eV [138], das negative Vorzeichen
bleibt aber bestehen. Damit kommt Mechanismus 2) zur Erklärung der beobachteten
Energieverschiebungen ebenfalls nicht in Betracht. Das symmetrische Linienprofil
spricht ohnehin gegen eine Zerlegbarkeit in zwei Komponenten.
Der dritte Mechanismus basiert auf dem naheliegenden Argument, dass die elektro-
statische Abschirmung eines lokalisierten Lochzustands um so effektiver sein sollte,
je mehr Elektronen für die Abschirmung zur Verfügung stehen. Vernachlässigt man
Einflüsse des Substrats, so sollte sich die Abschirmung mit zunehmender Cluster-
größe verbessern, bis ab einer bestimmten Größe Volumeneigenschaften und damit
Sättigung erreicht werden. Verbesserte Abschirmung sollte sich in einer Abnahme
der Bindungsenergien widerspiegeln und entspricht damit der experimentellen Be-
obachtung.
Dieser Mechanismus erlaubt auch in zwangloser Weise eine Erklärung der abnehmen-
den Linienbreite mit zunehmender Silberbedeckung: Statistische Schwankungen der
Clustergröße sollten zu einer Verteilung von Bindungsenergien und damit Verbreite-
rung des PE-Signals führen, wobei dieser Effekt verschwindet, sobald man die für die
Sättigung und damit volumenartiges Verhalten erforderliche kritische Clustergröße
überschreitet. Mit zunehmender Clustergröße sollte man daher eine Abnahme der
Linienbreite erwarten, bis bei großen Clustern der Volumenwert erreicht wird.
Die bisherige Diskussion der Abschirmeffekte lässt die Wechselwirkung mit dem
Peptid außer acht. Um diese zu berücksichtigen, müsste man wieder die im Zusam-
menhang mit Mechanismus 1) diskutierten Adsorptionsenergien als Funktion der
Cluster-Größe haben, und für eine quantitative Behandlung müsste man zusätz-
lich die Clusterform kennen. Da nun entsprechende Informationen nicht vorliegen,
können wir keine quantitative Diskussion der Bindungsenergie vornehmen. Rein qua-
litativ können wir aber zusammenfassend feststellen, dass die beobachteten Verschie-
bungen eine Zunahme der Clustergröße mit nomineller Ag-Bedeckung widerspiegeln.
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8.1.4 TEM-Studien
Abschließend soll eine kurze mikroskopische Studie Aufschluss über die Größe der
physikalisch deponierten Silber-Partikel geben. Das ist von Wichtigkeit um die be-
obachteten Phänomene einordnen zu können. Zu diesem Zweck wurden die Proben
im Rahmen einer Kooperation an dem Max-Bergmann-Zentrum für Biomaterialien
Dresden mittels Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) untersucht. Entspre-
chende TEM-Aufnahmen einer präparierten Protein-Probe mit jeweils 4 Å und 5
Å Silber sind in der Abbildung 8.9 dargestellt. Das Ergebnis von Partikelgrößen-
analysen unter der Berücksichtigung der Schwellwerte für hell-dunkel Intensitäten
sind als Balkendiagramme beigefügt. Bei diesen Diagrammen, für deren Erstel-
lung jeweils 100-200 Cluster verwendet wurden, fällt zum einen eine breite, fast
gleichförmige Streuung der Clustergrößen und zum anderen das Auftreten auffälli-
ger Ausreißer mit Partikelzahl um Null auf, die kaum auf die Statistik zurückgeführt
werden können. Da in der unmittelbaren Nachbarschaft dieser Ausreißer jeweils un-
gewöhnlich hohe Partikelzahlen auftreten, ist zu vermuten, dass der Effekt entweder
durch systematische Rundungsfehler bei der Größenbestimmung oder charakteri-
stische Formänderungen oberhalb einer bestimmter Anzahl von Atomen, die late-
rale Größenänderung vortäuschen (z.B. Abplattung). Die Mittelwerte der Größen-
verteilung sind in Tabelle 8.5 aufgeführt und ergeben eine Zunahme der Clustergröße
mit der nominalen Schichtdicke, wobei die Signifikanz dieser Aussage mit Blick auf
die Breite der Verteilung und die Ausreißer zu bezweifeln ist. Immerhin liefern die-
se Analysen den eindeutigen Beweis dafür, dass die physikalische Abscheidung von
Silber auf dem S-Layer, Silber-Partikel von der Größe einiger Nanometer generiert.
nominale Silber Dicke (Å) Ø (nm)
4 ∼4
5 ∼6
Tabelle 8.5: Zusammenfassung der Durchmesser der deponierten Silber-
Partikel auf dem S-Layer/SiOx-Substrat als Ergebnis der TEM Analyse.
Eine Fouriertransformation der TEM-Daten der 4 Å Bedeckung zeigt eine deutliche
periodische Struktur (quadratisches Übergitter) mit Gitterkonstante von 14 nm, die
aus der Realraumdarstellung nicht unmittelbar ersichtlich ist (vergleiche Abb. 8.9
(unten)). Der Abstand der Cluster ist damit drei- bis viermal so groß wie ihr mittlerer
Durchmesser von 4 nm. Berücksichtigt man, dass der Durchmesser eines Ag-Atoms
knapp unter 3 Å liegt (Abstand nächster Nachbarn im Volumenmaterial 2.89 Å),
dann entspricht die nominelle Bedeckung etwa 1.4 Monolagen. Stellt man sich die
Cluster in einem einfachen Bild als Quader mit quadratischer Grundfläche vor und
verteilt die jeweils auf die Einheitszellen des Übergitters entfallenden Atome auf die
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Abbildung 8.9: (oben) TEM-Aufnahmen des S-Layers auf dem SiOx-Substrat
nach Bedeckung mit nominal 4 Å (oben) bzw. 5 Å (mitte) Silber, links jeweils
die Rohdaten, rechts die Daten nach Untergrundkorrektur. Die Balkendia-
gramme zeigen die Größenverteilung von jeweils 100-200 zufällig ausgewählten
Clustern. (unten) TEM-Aufnahme des S-Layers auf dem SiOx-Substrat nach
Bedeckung mit nominal 4 Å Silber. Links die unbearbeiteten Rohdaten, rechts
eine zugehörige Fourierdarstellung, wobei die hellen Reflexe einer Periodizität
von 14 nm entsprechen. Aufnahmen von A. Blüher, in Kooperation mit dem
Max-Bergmann-Zentrum für Biomaterialien Dresden.
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Grundfläche dieses Quaders, so erhält man eine Höhe von 16 Atomdurchmessern
oder 4.6 nm, was in guter Näherung der Kantenlänge des Quaders (∼Durchmesser
der Cluster) entspricht und die Annahme eines gleichmäßigen dreidimensionalen
Wachstums unterstützt.
Das im Rahmen dieser Arbeit beobachtete, weitgehend resistente Verhalten des
Oberflächenproteins gegenüber dem Einfluss dieser Silber-Nanopartikel ist keines-
wegs trivial. Beispielsweise zeigt das HIV-Virus eine relativ starke Wechselwirkung
mit Silber-Nanopartikeln, die kleiner als 10 nm sind [139]. Ganz allgemein ist be-
kannt, dass nanoskalige Ag-Partikel auf Mikroben stark toxisch wirken [140] und z.B.
zur Entkeimung von Wasser genutzt werden können. Möglicher Grund für dieses Ver-
halten sind neben katalytischen Reaktionen die Existenz schwefelhaltiger Radikale
in diesen organischen Spezies, die mit dem Silber wechselwirken. Da das vorliegende
Oberflächenprotein jedoch kaum Schwefel enthält, stellt sich diese Art von Wechsel-
wirkung natürlich auch nicht ein.
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8.2 Protein-Cobalt Hybridstruktur
Wir hatten bei unseren PEEM-Experimenten in Berkeley die Gelegenheit, neben
den bisher vorgestellten Ag-Bedeckungen des S-Layers auch eine Cobalt-Bedeckung
untersuchen zu können, auf die an dieser Stelle kurz vergleichend eingegangen wer-
den soll. Cobalt (Co) ist ein 3d-Übergangselement aus der Eisengruppe mit einer
[Ar]3d74s1-Konfiguration im reinen Metall und verhält sich als solches ferromagne-
tisch. Magnetische Cluster sind als potentielle Datenspeicher von Interesse, was uns
als Motivation für unsere Studie diente. Zentraler Punkt war dabei die Frage, ob
sich das S-Layer gegenüber Co ähnlich resistent verhält wie gegenüber Ag und da-
mit als nicht reaktives Templat geeignet ist, oder ob die unbesetzte d-Schale des Co
zu kovalenten Bindungen und damit zur Zerstörung der Struktur des S-Layers und
Beeinträchtigung der elektronischen und magnetischen Eigenschaften der Co-Cluster
führt.
8.2.1 Vergleichende PEEM-Studie
Abbildung 8.10 zeigt einen Vergleich der NEXAFS-Strukturen der C 1s-, N 1s-
und O 1s-Absorptionsschwellen des reinen S-Layers (schwarze durchgezogene Li-
nien), nach Deposition von nominal 4 Å Ag (rot gestrichelte Linien) bzw. nach
Bedeckung mit nominal 4 Å Co (blau gestrichelte Linien). Wie bereits mehrfach
erwähnt, diente die Verwendung des PEEM dazu, Probenbereiche mit möglichst ho-
her S-Layer-Bedeckung auszuwählen und Beiträge des unbedeckten SiOx-Substrats
zu den Spektren zu minimieren.
Unabhängig von der Bedeckung zeigen die Spektren der einzelnen Absorptionskanten
zunächst die gleiche grundlegende Struktur, was zeigt, dass die elektronische Struk-
tur des S-Layers weitgehend erhalten bleibt und sich der S-Layer also im wesent-
lichen nicht-reaktiv verhält. Eine nähere Inspektion der π*-Resonanzen zeigt aber,
dass die bereits für die Ag-Bedeckung diskutierten Intensitätsminderungen bei der
Co-Bedeckung in verstärkten Maß auftreten. Dabei ist die Auswirkung auf die C 1s-
Kante wiederum am schwächsten und auf die O 1s-Kante am stärksten. Ergebnisse
einer quantitativen Fit-Analyse sind in Tabelle 8.6 zusammengefasst.
Dieses Verhalten lässt sich darauf schließen, dass die bevorzugten Adsorptionsplätze
wiederum an den O-Atomen der Peptidkette lokalisiert sind. Um diese Folgerung ab-
zusichern, wurden wie zuvor schon für Silber die Adsorptionsenergie einzelner Co-
Atome in Abhängigkeit ihrer räumlichen Position auf dem Peptid berechnet. Das
Ergebnis ist in Abbildung 8.11 gezeigt, wobei der Farbverlauf von rot zu blau wieder
zunehmende Adsorptionsenergie widerspiegelt und für Positionen in unmittelbarer
Nähe der Sauerstoff- und Stickstoffatome Zahlenwerte angegeben sind. Wie für den
Fall von Ag zeigt sich auch hier, dass Plätze in der Nähe der Sauerstoffatome ener-
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Abbildung 8.10: NEXAFS-Spektren des S-Layers nach einer Bedeckung mit 4
Å Cobalt und 4 Å Silber. Für eine bessere Erkennbarkeit wurde die betreffende
π*-Resonanz vergrößert dargestellt. Die Spektren wurden so normiert, dass sie
außerhalb der betreffenden Resonanzen übereinstimmen.
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Übergang spektrale Intensität
C 1s → π*C=O 89±4%
N 1s → π*C=N 88±4%
O 1s → π*C=O 75±4%
Tabelle 8.6: Verringerung der spektralen Intensität der charakteristischen
NEXAFS-Resonanzen des S-Layers nach einer Bedeckung mit nominal 4 Å
Cobalt.
getisch bevorzugt sind, allerdings stehen im Gegensatz zu Ag Plätze in der Nähe
der Stickstoffatome den Adsorptionsplätzen am Sauerstoff an Adsorptionsenergie
kaum nach. Vergleicht man die Zahlenwerte, so sind die Adsorptionsenergien für Co
etwa um 1.3 eV/Atom größer als für Ag, was offensichtlich auf bindende Wechsel-
wirkungen der 3d-Orbitale zurückzuführen ist und befürchten lässt, dass die an den
Absorptionskanten beobachteten Intensitätsabnahmen nicht allein auf Abschirmung,
Abbildung 8.11: Darstellung der energetisch bevorzugten Position für die An-
bindung von Cobaltatomen an das Peptidmolekül. Für die Berechnung (GGA
Methode) wurden die Cobaltatome 2.5 Å oberhalb der Ebene der β-Faltblatt-
Struktur angeordnet. Somit repräsentiert diese Abbildung quasi einen ener-
getischen Schnitt durch diese Ebene. Diese Rechnung wurde durch V.V. Mas-
lyuk von der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg, im Rahmen einer
gegenseitigen Kooperation durchgeführt.
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sondern auf chemische Strukturänderungen zurückzuführen sind. Tatsächlich zeigen
die NEXAFS-Daten der O 1s- und im Fall der Co-Bedeckung besonders auch der N
1s-Kanten unterhalb der dominanten π*-Resonanzen deutliche Zunahmen spektra-
ler Intensität, die auf das Aufbrechen von Peptidbindungen hindeuten.
Aufschlussreich ist es, sich in diesem Zusammenhang das Verhalten einer Co-Ab-
sorptionskante anzusehen. Cobalt zeigt wie alle 3d-Übergangsmetalle infolge einer
offenen 3d-Schale sehr ausgeprägte NEXAFS-Strukturen im Bereich der 2p→3d-
Anregungsschwelle. Abbildung 8.12 zeigt ein entsprechendes NEXAFS-Spektrum der
Abbildung 8.12: Co 2p-NEXAFS-Spektrum des Proteinsubstrates nach einer
Bedeckung mit 4 Å Cobalt. Die Abbildung auf der rechten Seite ist der Refe-
renz [141] zu Vergleichszwecken entnommen worden (NEXAFS-Studien zur
Oxidation von Co/SiO2/Si(100) Oberflächen). Neben der atomaren Cobalt
Komponente sind auch die verschiedenen Oxid-Anteile zu erkennen.
Co L2,3-Kante des hier diskutierten Co-bedeckten S-Layers. Das Spektrum zeigt eine
charakteristische Dublett-Struktur, die im wesentlichen die Spin-Bahn-Aufspaltung
der Co 2p-Zustände widerspiegelt. Diese ist groß gegenüber den Multiplettaufspaltung-
en der 3d-Zustände und dominiert im Sinne einer
”
j-j-Kopplung“ der 2p53dn+1-
Endzustände das Spektrum. Die beiden Einzellinien sind breit und zeigen unter-
schiedliche Substrukturen, die neben der natürlichen Lebensdauer von unterliegen-
den Multiplett- und Ligandenfeldaufspaltungen geprägt sind. Erschwerend für eine
Analyse kommt hinzu, dass Co wie die meisten Übergangsmetalle in Verbindun-
gen in unterschiedlichen Oxidationszahlen vorliegen kann, die zu unterschiedlichen
Resonanzenergien führen und durch unterschiedliche Endzustandsmultipletts cha-
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rakterisiert sind. Die rechte Seite von Abbildung 8.12 illustriert diese Tatsache am
Beispiel der NEXAFS-Spektren verschiedener Co-Oxide, die mit Co-Metall und
Co2SiO4 verglichen sind und der Referenz [141] entnommen wurden. Gezeigt ist
jeweils nur der Bereich um die Co L3-Schwelle (2p3/2→3d), innerhalb dessen sich
fünf mit den Buchstaben A bis E bezeichnete Strukturen identifizieren lassen, die in
den einzelnen Spektren mit unterschiedlicher Intensität vorkommen und charakte-
ristischen 2p53dn+1-Endzustandskonfigurationen zugeordnet werden können. Auch
das vorliegende Spektrum der Co/S-Layer/SiOx-Probe lässt sich durch Überlage-
rung dieser fünf Strukturen beschreiben, wie die farbigen Subspektren im linken
Teil der Abbildung 8.12 illustrieren, die das Resultat eines entsprechenden Fits wi-
derspiegeln.
Diese Analyse zeigt, dass das in Form von Clustern adsorbierte Co offenbar nur zu
einem Teils als Co-Metall vorliegt (violette Komponente B), während ein deutlich
größerer Teil, chemischen Bindungen unterliegt, die zu anderen Endzustandskonfi-
gurationen als beim Metall führen. Eine detaillierte Analyse der Subspektren mit
dem Ziel, konkrete Co-Verbindungen zu identifizieren, hat wenig Aussicht auf Er-
folg, da ja keine wohldefinierte Stöchiometrie zu erwarten ist und selbst die Spektren
reiner Verbindungen aus mehreren Komponenten bestehen, deren Intensitäten sehr
sensibel auf kleinste Änderungen der Zusammensetzung reagieren.
Wir können bei dem vorliegenden Spektrum trotz PEEM noch nicht einmal aus-
schließen, dass ein Teil der Substrukturen von Co-Atomen oder -Clustern auf dem
unbedeckten SiOx-Substrat herrührt. Um solche Beiträge auszuschließen, haben wir
versucht, das SiOx-Substrat mit 100 Å Gold zu beschichten und den S-Layer auf der
Goldschicht zu untersuchen. Leider zeigten die PEEM-Daten, dass man auf diese
Weise nur eine verschwindend kleine S-Layer Bedeckung des Substrats erreicht, so
dass weitere Versuche in dieser Richtung abgebrochen wurden.
Zusammenfassend zeigen unsere Studien an Co/S-Layer ein deutlich reaktiveres Ver-
halten als für Ag/S-Layer. Die grundlegende Struktur des S-Layers bleibt bei den
betrachteten niedrigen Bedeckungen zwar erhalten, doch kann ein lokales Aufbre-
chen der Bindungen nicht ausgeschlossen werden. Das adsorbierte Cobalt liegt nur
teilweise in metallischer Form vor. In welchem Umfang das der Fall ist und was
die Auswirkung auf seine magnetischen Eigenschaften ist, kann im Rahmen dieser
Arbeit nicht geklärt werden.
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8.3 Strahlenschäden an Protein-Metall
Hybridstrukturen
Nachdem die chemische Wechselwirkung zwischen dem Protein und Metall (Hybrid-
system) bereits ausgiebig untersucht worden ist, soll zum Abschluss dieser Arbeit
kurz auf die durch Röntgenstrahlung verursachten Strahlungsschäden eingegangen
werden, die diese Hybridsysteme bei der messtechnischen Erfassung mittels PEEM
erfahren. Da für diese Untersuchungen wiederum das PEEM-2 am Berkeley Natio-
nal Laboratory eingesetzt wurde, können die gewonnenen Daten sehr gut mit den
lateral aufgelösten Daten des unbedeckten S-Layers verglichen werden (vergleiche
Kapitel 6). Auf die entsprechenden notwendigen Präparationschritte wurde bereits
ausführlich eingegangen. Abbildung 8.13 zeigt eine TEM-Aufnahme des mit 4 Å Sil-
ber bedeckten Oberflächenproteins, im Vergleich zu einer PEEM-Aufnahme, welche
mit einer Photonenenergie von 284 eV aufgenommenen wurde. Wiederum dienen
Abbildung 8.13: links) TEM-Aufnahme einer präparierten Protein-Probe mit
jeweils 4 Å Silber bedampft. rechts) Im Vergleich dazu eine PEEM-Aufnahme,
welche mit einer Photonenenergie von 283 eV aufgenommen wurde.
diese Aufnahmen als wichtiges Hilfsmittel für die Auswahl der für die Auswertung
relevanten Bereiche. Die auftretenden Strahlungsdosen können Kapitel 6 entnom-
men werden.
In der Abbildung 8.14 ist sowohl für den metallisierten als auch für den reinen S-
Layer die spektrale Entwicklung der charakteristischen π*-Regionen an allen drei
Absorptionskanten (C 1s, N 1s und O 1s) dargestellt. Die relative Abnahme der
einzelnen π*Peptid-Resonanzen soll wiederum als Maß für den Grad der Schädigung
dienen. Um dabei den Effekt der Metallbedeckung deutlich zu machen, wurden die
gemessenen Spektren derart skaliert, dass die π*Peptid-Intensitäten nach der Me-
tallbedeckung mit denen des unbedeckten S-Layers übereinstimmen. Damit können
die zu Beginn festgestellten chemischen Auswirkungen einer Metallisierung berück-
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Abbildung 8.14: links) Entwicklung der Schädigung der C-, N- und O 1s-
NEXAFS Spektren des S-Layers durch den Eintrag von Röntgenstrahlung,
sowohl vor (mitte) als auch nach einer Metallisierung (außen). Die gestrichel-
ten Linien zeigen die relative Intensität der π*Peptid-Struktur nach der an-
gegebenen Anzahl von Mess-Scans, welche den Schaden durch die Röntgen-
strahlung charakterisieren. An allen Absorptionskanten zeigt der natürliche
S-Layer den schnellsten Verlust. Bei höheren Photonenenergien, bei den N-
und O 1s-Anregungen, ist die Schädigung in dem Falle einer Metallisierung mit
Cobalt am geringsten, wohingegen bei Photonenenergien in der C 1s-Region,
die Metallisierung mit Silber ein ähnlich Verhalten zeigt wie Cobalt.
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sichtigt werden. In Folge dessen stimmen die Intensitäten der mit
”
1“ gekennzeich-
neten Spektren überein. Nach dieser Maßnahme ist es möglich, durch den direkten
Vergleich der Abnahme der Intensität die Auswirkungen des Schadens direkt fest-
zustellen (Abbildung 8.14). Die gestrichelten Linien kennzeichnen im Fall der O 1s-
und N 1s-Kanten die relative Intensität der π*Peptid-Resonanz nach 1, 5 bzw. 10
Messdurchläufen und im Fall der C 1s-Kante nach 1, 5 und 7 Messdurchläufen. In
allen drei dargestellten Energie-Fenstern ist auffällig, dass die stärkste Abnahme
der Intensität bei dem nicht metallisierten S-Layer zu finden ist. Sowohl der mit
Silber als auch der mit Cobalt metallisierte S-Layer zeigen eine viel geringere Rate
der Degeneration (Abbau) der Peptidbindung. Jedoch bestehen zwischen den beiden
verwendeten Metallen klare Unterschiede in dem beobachten Verhalten: Im Energie-
bereich der N- und O 1s-Anregungen scheint der mit Cobalt dekorierte S-Layer der
deutlich stabilere zu sein, wohingegen die Silber-Protein-Struktur in dem Falle der
O 1s-Kante eine schnellere Zerstörungsrate zeigt, die fast an die des reinen S-Layers
herankommt. In dem Bereich der C 1s-Absorptionskante sind die Unterschiede nicht
so stark ausgeprägt. Dort scheint sogar das mit Silber bedeckte Protein das stabilere
System zu sein.
Trotz der quantitativen Unterschiede scheinen die qualitativen Veränderungen, so-
wohl für das reine als auch für das metallbedeckte Oberflächenprotein ähnlich zu
sein. Neben der Abnahme der π*Peptid-Resonanz sprechen weitere wichtige Beobach-
tungen dafür. In allen drei Systemen können wir zum einen die gleiche geringfügige
Erhöhung der C 1s-Absorption bei einer Energie von 285 eV feststellen, und zum
anderen das Anwachsen einer intensiven Doppel-Peak-Struktur bei einer Energie von
398-400 eV in dem N 1s-Spektren. Wie bereits bei den unberührten S-Layer festge-
stellt wurde, sind auch für die betrachteten Protein-Metall Hybridsysteme keine nen-
nenswerten Veränderungen in der σ*-Region der NEXAFS-Spektren zu entdecken.
Dieses Verhalten suggeriert ein Verhalten der Kohlenstoff und Stickstoffatome, die
während des Aufbrechens der Peptidbindung freigesetzt werden, das weitgehend un-
abhängig von der Metallbedeckung ist. Mit anderen Worten scheinen durch die Be-
strahlung die freigesetzten Bestandteile des Peptids chemisch nicht besonders stark
mit den Metall-Partikeln wechselzuwirken.
8.3.1 Diskussion
Zusammenfassend ist zunächst festzustellen, dass die Schädigung des S-Layers durch
Röntgenstrahlung mit und ohne Metall-Bedeckung qualitativ ähnlich ausfällt, je-
doch ist der Umfang der Schädigung im Fall der Metallbedeckung gegenüber dem
unbedeckten Fall reduziert. Diese Beobachtung legt nahe, das Phänomen durch Ab-
schattung des S-Layers durch die adsorbierten Metallcluster zu erklären oder zu-
mindest eine lokale Dämpfung der einfallenden Röntgenintensität durch die Cluster
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anzunehmen. Obwohl dieses Argument grundsätzlich zutreffen wird, erklärt es je-
doch nicht das offensichtlich unterschiedliche Verhalten von Silber und Cobalt an
den individuellen Absorptionskanten.
Um dieses Verhalten näher zu diskutieren, sind in der Abbildung 8.15 das Ab-
sorptionsspektrum des S-Layers mit seinen markanten C 1s, N 1s- und O 1s-Ab-
sorptionskanten (schwarze Kurve) den berechneten atomaren Photoionisationswirkungs-
querschnitten von Cobalt (blau gestrichelte Linie) und Silber (rot gestrichelte Linie)
gegenübergestellt.
Abbildung 8.15: Berechnete totale atomare Wirkungsquerschnitte der Pho-
toionisation von Silber und Cobalt [35] zusammen mit der spektra-
len Abhängigkeit der Absorption von der Röntgenstrahlung des S-Layers
(NEXAFS-Spektrum).
Während der Wirkungsquerschnitt von Cobalt, das im betrachteten Energiefenster
keine Absorptionskanten besitzt, mit steigender Photonenenergie monoton abfällt,
beobachtet man bei Ag zwischen 400 eV und 450 eV eine starke Zunahme des
Wirkungsquerschnitts, der durch Anregung der Ag 3d-Rumpfelektronen in unbe-
setzte f -Zustände weit oberhalb der Vakuumenergie verursacht wird [142]. (Beachte:
Die eigentliche Ag M4,5-Kante, die einem Übergang 3d→5p entspricht, liegt bei etwa
370 eV , fällt aber nicht ins Gewicht, da Dipolübergänge l→(l + 1) etwa 1000-mal
stärker sind als l→(l − 1)!)
Im Rahmen eines einfachen Dämpfungs- bzw. Abschattungsmodells sollte man an
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Hand dieser Wirkungsquerschnitte erwarten, dass die Schädigung des S-Layers bei
Photonenenergien im Bereich der O 1s-Kante bei Ag-Bedeckungen deutlich niedriger
ist als bei Co-Bedeckung, weil die Absorption der Röntgenstrahlung durch die Ag-
Cluster größer ist. Überraschenderweise zeigt das Experiment ein genau umgekehrtes
Verhalten: Während die Verringerung der Schädigung im Bereich der C 1s-Kante er-
wartungsgemäß für beide Metalle gleich ist (vergleichbare Wirkungsquerschnitte!),
ist die Schädigung im Bereich der O 1s-Kante bei Ag-Bedeckung deutlich größer
als bei Co-Bedeckung. Dieses Ergebnis zeigt, dass das Abschattungsmodell offen-
sichtlich unzureichend ist und ein weiterer Mechanismus besteht, der trotz erhöhten
Absorptionsquerschnitts zu einer Schädigung des S-Layer-Templats führt. Nahelie-
gende Erklärung für diesen zusätzlichen Mechanismus sind die Photo- und Sekundär-
elektronen, die durch Absorption der Röntgenstrahlung innerhalb der Cluster ent-
stehen und die die Cluster wegen derer geringer Durchmesser auch ohne größere
Streuung verlassen können. Bei Bestrahlung von Silber mit Photonenenergien im
Bereich der O 1s-Kante werden speziell Photoelektronen mit kinetischen Energien
um 160 eV freigesetzt (Ag 3d-Emission), die vergleichbare Schädigungen verursachen
können wie Röntgenstrahlen entsprechender Energie und vermutlich für die beob-
achtete Schädigung des S-Layers trotz Ag-Bedeckung verantwortlich sind.
Zusammenfassend scheint die Schädigung durch Röntgenstrahlung in der Protein-
Metall Hybridstruktur also auf zwei Prozesse zurückzuführen zu sein:
Zum einen ist das die primäre Schädigung durch direkte Bestrahlung mit Rönt-
genstrahlung, die auch schon für den reinen S-Layer beobachtet wurde. Dieser Me-
chanismus wird durch Abschattung d.h. Dämpfung der Röntgenstrahlung infolge
Absorption durch die deponierten Cluster reduziert. Dem gegenüber steht die se-
kundäre Schädigung durch Photo- und Sekundärelektronen aus den Clustern, die
von vergleichbarer Größenordnung wie die der Röntgenstrahlung sein kann. Das
gleichzeitige Auftreten der beiden Mechanismen erklärt zumindest qualitativ das
beobachtete Verhalten [143].
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9. Zusammenfassung
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Dünnschichten des bakteriellen Oberflächenpro-
teins (S-Layer) von Bacillus sphaericus NCTC 9602, die aus wässriger Lösung auf
oxidierte Si-Wafer abgeschieden wurden, mit elektronenspektroskopischen Metho-
den (Photoelektronen (PE)- und Röntgenabsorptionsspektroskopie) untersucht. Die
elektronenspektroskopischen Ergebnisse sind in Einklang mit der erwarteten chemi-
schen Zusammensetzung des S-Layers. Speziell konnten die beobachteten Substruk-
turen der Valenzband-, Rumpfniveau- und Nahkantenspektren (NEXAFS) sowohl
qualitativ als auch quantitativ den unterschiedlichen Bindungen innerhalb des Pro-
teins zugeordnet werden, was zeigt, dass die molekulare Struktur des S-Layers unter
Messbedingungen (Ultrahochvakuum, Strahlung) im wesentlichen erhalten bleibt.
Lateral aufgelöste NEXAFS-Spektren, aufgenommen mit einem Photoelektronen-
mikroskop (PEEM), unterscheiden sich geringfügig von lateral integrierten Spek-
tren, was darauf zurückzuführen ist, das letztere über S-Layer-bedeckte und un-
bedeckte Bereiche des SiOx-Substrats mitteln. Beobachtete Veränderungen der la-
teral aufgelösten NEXAFS-Spektren als Funktion der Messdaten konnten auf den
schädigenden Einfluss der bei diesen Experimenten verwendeten Röntgenstrahlung
zurückgeführt werden. Durch genauere Untersuchungen wurden die charakteristi-
schen Dosen die für den Aufbruch bzw. die Umordnung der betreffenden C–C-,
C–N- und C–O-Bindungen verantwortlich sind, bestimmt.
Durch den Einsatz von resonanter Photoemission in Kombination mit den ge-
wonnenen NEXAFS-Daten wurde eine detailliertere Charakterisierung der elektro-
nischen Struktur des Valenzbandes des bakteriellen Oberflächenproteins erhalten.
Als Ergebnis konnten charakteristische Valenzbandstrukturen den spezifischen che-
mischen Seitenketten des Oberflächenproteins zugeordnet werden.
In der weiteren Folge ermöglichte die resonante Photoemission den vorgeschlage-
nen Mechanismus für den Ladungstransport in diesem Protein-System zu verifizie-
ren. Dieser Ladungstransport-Mechanismus basiert auf Elektronen-
”
Hopping“ längs
der Peptidkette, das durch eine Drehbewegung der Peptid-Komponenten vermittelt
wird. Die Zeitskala für diesen Prozess konnte aus der Lebensdauer eines ins LUMO
angeregten Elektrons zu ca. 100 fs bestimmt werden.
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Der S-Layer wurde im weiteren als Templat genutzt, um physikalische Deposition
von Metallen (Silber,Cobalt) Cluster zu erzeugen. Transmissionselektronenmikros-
kopische Aufnahmen (TEM) zeigen, dass bei Deposition von Silber im Monolagen-
bereich Cluster im Nanometerbereich entstehen, die zwar eine relativ breite Größen-
verteilung aufweisen, in der Fouriertransformierten der TEM-Bilder aber eine geord-
nete quadratische Überstruktur mit 14 nm Kantenlänge zeigen. Die Ag-3d-Photo-
emissionsspektren zeigen Bindungsenergieverschiebungen als Funktion der nomina-
len Ag-Bedeckung, die die Clustergröße widerspiegeln und eine schmalere Größen-
verteilung als in den TEM-Studien ermittelt nahelegen. Die Photoemissions- und
NEXAFS-Spektren des Templats lassen keine bedeutende chemische Reaktion mit
dem S-Layer erkennen. Ersetzt man Silber durch Cobalt, lässt sich sowohl aus den
Spektren des Templats als auch aus der Nahkantenstruktur der Co-2p-Anregungs-
schwelle eine deutlich höhere chemische Reaktivität ableiten. Durchgeführte Rech-
nungen zu der energetisch günstigsten Position für die Anbindung einzelner Me-
tallatome an eine Peptidkette in β-Faltblatt-Konfiguration stimmen gut mit den
Ergebnissen der durchgeführten Experimente überein, bei denen sich aus der Dämp-
fung spektraler Strukturen auf den eingenommenen Adsorptionsplatz schließen lässt.
Diese Untersuchungen zeichnen das Sauerstoffatom der Peptidgruppe gegenüber den
anderen beteiligten Elementen (N und C) als wahrscheinlichsten Adsorptionsplatz
aus.
Abschließend konnte die Ausbildung von Strahlenschäden durch Röntgenstrah-
lung bei den so präparierten Metall-Peptid-Hybridsysteme untersucht und mit den
Ergebnissen für den unbedeckten S-Layer verglichen werden. Die Schädigungen er-
weisen sich als qualitativ ähnlich, doch sind sie bei den metallbedeckten Systemen
infolge der Abschirmung des Templats durch die Metallcluster deutlich schwächer
ausgeprägt. Jedoch zeigt sich, das ein einfaches Abschirmszenario die experimentel-
len Daten nicht befriedigend erklärt. Im Gegenteil muss die Existenz eines zusätzli-
chen Schädigungsmechanismus angenommen werden, der im Bereich hoher Röntgen-
absorption durch die Cluster auftritt und offensichtlich auf emittierten Photo- und
Sekundärelektronen aus dem Cluster basiert, die das darunter liegende Templat in
ähnlicher Weise schädigen wie die primäre Röntgenstrahlung.
Detailliertere Untersuchungen zwischen der Wechselwirkung von Proteinen und
verschiedensten Metallen, besonders im Hinblick auf magnetische Anwendungen,
können als Ausblick über weitere Forschungsschwerpunkte gegeben werden.
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A Anhang
A1 Anbindung von Metallatomen an eine Peptid-
kette
Um die energetisch günstigste Position für die Anbindung der Metallatome an das
Biomolekül (Peptidkette) zu berechnen, wurde eine so genannte ab initio Methode
verwendet, also ein Verfahren, dass keine empirischen Parameter benötigt. Bei der
Berechnung des betrachteten organischen Teils in β-Faltblatt-Konfiguration wird im
Rahmen eines Variationsverfahrens ein spezieller Satz der Basisfunktionen gewählt.
Die elektronische Wellenfunktion wird dann als Linearkombination der Basisfunktio-
nen gesucht. Die Güte, mit denen man die Eigenschaften von Molekülen berechnen
kann, hängt im wesentlichen vom gewählten Basissatz ab, d.h. wie gut und mit wie
vielen einzelnen Funktionen die Atomorbitale dargestellt werden (z.B. Slater- oder
Gaußorbitale). Bei den in dieser Arbeit präsentierten Darstellungen, für die Anbin-
dung von Silber bzw. Cobalt an das Biomolekül, verwendete man einen Gauß‘schen
Basissatz mit der Kennung 6-311G**.
Die Betrachtung der relevanten Valenzelektronen erfolgte in einem effektiven Poten-
tial der Rumpfelektronen, das auch als Pseudopotential bezeichnet wird.
Bei der Betrachtung von Mehrelektronensystemen darf man die Korrelation der
Elektronen untereinander nicht vernachlässigen. Diese Austausch-Korrelation wird
im Rahmen einer sogenannten Generalisierten-Gradienten-Approximation (GGA)
[144, 145] beschrieben. In der gewählten Basis kann dann die Hamiltonianmatrix
definiert werden. Als Ergebnis der Diagonalisierung dieser Matrix erhält man dann
die gesuchten Eigenenergien des betrachteten Systems.
Die typische Bindungslänge zwischen den betrachteten organischen Bestandtei-
len des Biomoleküls beträgt typischerweise 1.5 - 4 Å. Da die β-Faltblatt-Struktur
planar ist, d.h. alle Atome sind ungefähr in einer Ebene lokalisiert, wurde das ent-
sprechende Metallatom bei der Berechnung 2.5 Å oberhalb der Ebene des Moleküls
angeordnet.
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5.2 C 1s-, N 1s- und O 1s-Rumpfniveau-Spektren des S-Layers. . . . . . 45
5.3 C 1s-Rumpfniveau-Spektrum des S-Layers, mit einem entsprechen-
den Fit bestehend aus einer C–O-,C–N- und C–C-Komponente. Der
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ten PEEM-Mikrofotografien der S-Layer Probe. Links: PEEM-Auf-
nahme mit einer Photonenenergie von ∼282 eV . Rechts: PEEM-
Aufnahme innerhalb der Kohlenstoff Resonanz mit ∼287 eV Pho-
tonenenergie. Die untere Abbildung repräsentiert das dazugehörige
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Cobalt. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 111
Literaturverzeichnis 133
Literaturverzeichnis
[1] U. B. Sleytr and P. Messner, Annu. Rev. Microbiol. 37, 311 (1983).
[2] U. B. Sleytr, P. Messner, D. Pum and M. Sàra, Ang. Chem. Int. Ed. 38, 1034
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danken.
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und Dipl. Phys. M. Holder aussprechen.
Vielen lieben Dank auch meiner Familie und meinen Eltern, ohne deren Rückhalt
diese Arbeit mit Sicherheit nicht entstanden wäre.
